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RESEÑA HISTORICA
DE LA GLANDULA PINEAL
Las primeras alusiones al funcionamiento de la glándula pineal
están recogidas desde tiempos ancestrales en la filosofía hindú y su
literatura védica. Las antiguas tradiciones Indias identifican al órgano
pineal con un órgano místico (el “Tercer Ojo”) que proporciona a los
seres humanos una especie de ventana a su propia vida espiritual.
Seria el órgano de la clarividencia y de la meditación.
En la cultura occidental, la primera mención expresa a la glán-
dula pineal hay que buscarla en la antiguedad clásica helénica, y más
concretamente en el máximo exponente de la llamada “anatomía
alejandrina”, Herófilo de Calcedonia (325-280 a.C.). Recogiendo la
herencia filósofo-fisiológica de Aristóteles y las viejas concepciones
hipocráticas, Herófilo inicia la construcción de una nueva doctrina fi-
siológica más dinámica. Dada la específica situación topográfica de
la epifisis entre el lii y el IV ventrículo, el sabio de Calcedonia le
asignó el papel de válvula reguladora del flujo de los pensamientos
por el sistema ventricular,
En las postrimerías de la Medicina Antigua surge la figura del
mayor anatomo-fisiólogo clásico; Galeno (1 31-200). Aunque el maes-
tro de Pérgamo jamás disecó cadáveres humanos, homínizaba por
analogía los resultados de la exploración del cuerpo de multitud de
especies animales. Se debe precisamente a Galeno el nombre de
“konarium” (piña en griego) que dió a la glándula pineal por la seme-
janza que a este fruto presentaban las epífisis que estudió. Galeno
describió con gran detalle la anatomía del “konarium’ en su “De ana-
tomicis administrationibus”, pero relegó su papel funcional a un mero
órgano linfático que servia de sosten a la masa de venas cerebrales
que recorren la cara posterior y dorsal del diencéfalo.
Tal fue el logro de la morfología helénica que habrá que espe-
rar hasta el siglo XVI para que surja, frente a Galeno, una nueva
anatomía, la anatomía moderna vesaliana.
A Berengario da Carpí (1469-1530) y Charles Estienne (1503-
1564) se deben unas aceptables descripciones de la glándula pineal
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humana. Berengario publica en 1522 sus “lsagogae breves”, donde
describe los ventrículos cerebrales, los plexos coroideos y la glándula
pineal. Por su parte, Estienne, miembro de la famosa familia de edito-
res de ese nombre en París, ilustra muy acertadamente las relaciones
de la epífisis en su libro ‘De d¡ssectione partium corports human!’
(1545). Con ellos se augura un próximo cambio en la concepción ei-
dológica imperante, que se va a materializar en la persona de Andrés
Vesalio (1514-1564), padre de la anatomía moderna. Su obra
cumbre, “De humani corporis fabrica” (Basilea, 1543), ridiculiza todos
los tratados anatómicos precedentes y en su libro séptimo, en que
analiza los órganos cefálicos, se situa su detallada descripción de la
epífisis humana. Sin embargo, para todos ellos, el órgano conario si-
gue siendo un mero soporte anatómico de las estructuras vasculares
vecinas.
Si la anatomía de Vesalio fué arquitectura, pronto aparece un
concepto enteramente mecánico de la actividad del cuerpo humano,
que tiene su máximo defensor en la figura de René Descartes (1596-
1650). La fisiología cartesiana, recogida en su obra “Traité de l’hom-
me” (1664), parte del análisis filosófico griego y llega a afirmar que la
glándula pineal es el asiento del alma. En la descripción del reflejo
neuromuscular, Descartes consideró que la epífisis extraería el
“espíritu” de la sangre para vehiculizarlo hacia el sistema ventricular,
merced a ciertos movimientos activos de este órgano. Cada cambio
en la posición epifísaria correspondería a una percepción distinta del
alma, y ésta, por su parte, podría mover la glándula por el mero
hecho de percibir.
Niels Stensen (1638-1686), fisiólogo mecanicista en el más
puro sentido de la palabra, retuta las teorías cartesianas en su “Dis-
sertatio de cerebri anatome” (1671) al presentar la pineal como un
órgano inmovil adherido a las meninges y dorsal al sistema ventricu-
lar. Esto impediría su papel en la convección de los “espíritus anima-
les” de Descartes. A esta demostración anatómica se uniria poste-
riormente el filósofo alemán lmmanuel Kant (1724-1804), quién atri-
buye al alma un caracter espiritual, por lo que no podría localizarse
en un espacio delimitado (en Kappers, 1979).
De entre los muchos anatomistas postvesalianos hay que citar
al inglés Thomas Gibbson, quién en su libro “The Anatomy of Human
Bodies Fpitomized” (1682) da el actual nombre a la glándula pineal, al
describirla como un “penit’ suspendido sobre y entre los tubérculos
cuadrigéminos inferiores o “testes”.
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El siglo XIX trae consigo el triunfo de la anatomía comparada
de Henle o Testut, que evoluciona durante la segunda mitad del siglo
hacia una anatomía comparada de orientación evolucionista (La-
marck, Gegenbaur). En 1816 Thiedeman realiza un estudio embrioló-
gico de la glándula pineal comparando epífisis de fetos con las de
algunos reptiles y poco después, Julien y Peytoureau proponen la
“teoría del tercer ojo de los saurios”. El estudio de la estructura epifi-
sana en los vertebrados inferiores dió a conocer el papel fotorrecep-
tor de la pineal de estos animales, mientras que en los mamíferos se
catalogó a esta glándula como un órgano vestigial, recuerdo rudimen-
tario del tercer ojo de los lacertidos o vertebrados de sangre fría. No
obstante, Magendie (1783-1855) consideraba la pineal como una vál-
vula reguladora del flujo del liquido cefalorraquideo por los canales
ventriculares.
La segunda mitad del siglo XIX supone, tras el gran desarrollo
de la anatomía, la mayoría de edad del saber fisiológico y la definitiva
adopción del experimento propiamente dicho, que culmina con la obra
“Introducción al estudio de la medicina experimenta!’ (1865) del
francés Claudio Bernard (1813-1878). Consecuencia de este gran in-
terés por la fisiología es la aparición de los primeros estudios verda-
deramente científicos sobre la función epifisaria y sus relaciones
interorgánicas. Heubner (1898) asocia la presencia de tumores
pineales con una pubertad precoz. Para Marburg (1913) la glándula
pineal seria un elemento inhibidor del desarrollo sexual y describe el
síndrome de genitosomía precoz y Foa (1912) demuestra experimen-
talmente el desarrollo temprano de los caracteres sexuales
secundarios y la función gonadal de varias especies animales tras
diversas lesiones glandulares como la pinealectomia.
Gracias al progreso de la técnica micrográfica se posibilita el
gran auge de la citohistologia. Bichat (1771-1802) define el “t¡ssu”
como un conjunto de células de la misma especie y la histología
(“histos”, tejido) como la ciencia que estudia los distintos sistemas
celulares del organismo. Las primeras décadas del siglo XX ven cul-
minar el gran interés del mundo científico por el estudio histológico y
es aquí donde brilla con luz propia la llamada Escuela Española de
Histología, que florece a expensas del genial Ramón y Cajal (1852-
1934). El interés por el conocimiento íntimo de la estructura epifisaria
no va a quedar fuera de la atención de estos hombres. Cajal (1904)
considera la pineal como una “glándula vascular sanguínea” y estudia
su inervación simpática, así como las prolongaciones terminadas en
maza de los pinealocitos. También sus discípulos se van a ocupar del
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estudio de la estructura histológica pineal: Achúcarro y Sacristán
(1912), Achúcarro (1913), Rio-Hortega (1922, 1932).
En esta época tienen lugar unas apasionantes discusiones so-
bre la naturaleza y origen del principal tipo celular del órgano conario.
Frente a la teoría de una naturaleza nerviosa de la epífisis, sostenida
por Cajal, Achúcarro y los hermanos Sacristán, Horrax y Bailey
(1928) y Mondolfo (1933) son partidarios de la teoría transformista,
atribuyendo un origen neuróglico a la célula pineal, cuya diferencia-
ción entrañaría profundas modificaciones que la independizarían
morfológica y funcionalmente de la célula originaria (en Pende,1937).
Una tercera teoría, defendida por Rio-Hortega (1922, 1929) anticipa
ya la verdadera naturaleza de este órgano. Este autor considera al
elemento parenquimatoso pineal como una célula equidistante de la
neurona y de la neuroglia, dotada de facultades secretoras especifi-
cas, con lo que se establece definitivamente la naturaleza glandular
del órgano pineal. El propio Rio-Hortega afirma en 1922 algo que
parece confirmarse hoy, gracias a la aplicación de técnicas inmu-
nohistoquimicas. Dice textualmente: “los lobulillos de la pineal estan
constituidos sólo por dos especies celulares peftectamente diferen-
ciadas, en las que existen algunas variedades: son las células
parenquimatosas y las células neuróglicas”.
En 1943, Bargmann recopila todos los conocimientos histológi-
cos sobre la pineal en lo que será la primera monografía sobre la epí-
fisis. Once años más tarde, Kitay y Altschule (1954) publican el libro
“The Pineal Glancf’, al que se puede considerar como la obra que ini-
cia el conocimiento actual sobre la glándula pineal. Estos autores
atribuyen a la epífisis la intervención en el control de la función gona-
dal, así como en la respuesta dérmica (en vertebrados inferiores) a
los cambios de luz ambiental.
El hallazgo que más ha influido en el futuro de la investigación
pineal es, sin lugar a dudas, la identificación y aislamiento de la mela-
tonina (5-metoxi-N-acetíl-tríptam¡na) por parte de Lerner y cois.
(1958), al purificar 250.000 pineales de bóvidos durante 4 años. Esta
hormona, derivado indolamínico, reproducía los efectos de estractos
pineales y revertía las secuelas de la pinealectomia. Posteriormente,
se constató que su síntesis era regulada en los mamíferos por la luz
ambiental, a traves de una vía neural que, de la retina, terminaba en
las neuronas simpáticas del ganglio cervical superior (Axelrod y
Wurtman, 1968; Fiske y Huppert, 1968; Quay, 1974, 1986). Más
recientemente, se ha demostrado la presencia de un oscilador
circadiano situado en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo que
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controlaría la síntesis de melatonina en función de la actividad de la
enzima N-acetil transferasa (NAT) (Klein y cols., 1971; Deguchi y
Axeirod, 1972a; Moore y Klein, 1974).
La década de los 60 supone la aplicación al estudio de la pi-
neal de la microscopia electrónica y empiezan a multiplicarse los es-
tudios ultrastructurales. El primer trabajo se debe a Milofsky (1957) y
le siguen los trabajos clásicos de Kappers (1960), Arstila y Hopsu
(1964), Wolfe (1965), Rodin y Turner (1965), Arstila (1967),
Wurtman y Axelrod (1965> acuñan el término “transductor neu-
roendocrino” para definir la glándula pineal. En esta misma línea,
Cardinali y cois. (1981, 1983) catalogan al ganglio cervical superior
(del que procede la inervación simpática de la glándula pineal) de
“centro periférico neuroendocrino” (1981) y “pequeño cerebro new
roendocrino” (1983), dando a entender su gran importancia como es-
tación moduladora entre el exterior y la epífisis. Para Arvy (1986), la
pineal sería un centro regulador de las aminas biógenas, mientras
Kappers (1976) piensa que es un centro regulador neurovegetativo,
así como un órgano “tranquilizado?’ (Romijn, 1978). Hoy dia, lo que
se puede afirmar sin riesgo de error es que la epífisis es una glándula
de secreción interna y un componente importante de los sistemas
fotoneuroendocrinos (Oksche y Hartwig, 1979).
El creciente interés que suscita el estudio de la glándula pineal
no se limita únicamente a la enorme aparición de trabajos en la litera-
tura cientifica internacional, sino que prueba de ello son la gran canti-
dad de monografías publicadas en la década de los 70 (Wurtman y
cols.,1968; Quay, 1974; Reiter, 1977; Kappers y Pevet, 1979; Reiter,
1981; Vollrath, 1981). A esto se suma la creación del European
Pineal Study Group en 1977 y a aparición de una revista específica
de la especialidad, el Journal of Pineal Research (1984), que dan
buena fe de la pasión científica que este órgano suscita.
Introducción -9-
ANATOMIA DE LA GLANDULA PINEAL
DE LOS MAMíFEROS
La glándula pineal es un órgano que, en todos los mamíferos
estudiados, procede embriológicamente de una evaginación neu-
roepitelial de la región posterodorsal del techo diencefálico. Este ori-
gen hace que Leonhardt (1980) la incluya dentro del sistema que de-
nomina como “órganos circumventriculares”, y del que forman parte
todas las estructuras secretoras de caracter neuraendocrino que
proceden de las células ependimarias que revisten los ventrículos
cerebrales (órgano subcomisural, órgano subfornical, área postrema,
neurohipófísis, eminencia media). Esta glándula cefálica se denomina
también epífisis o excrecencia superior, frente a la hipófisis o excre-
cencia inferior.
Aunque la forma del órgano pineal varia entre las distintas es-
pecies, Húlsemann (1967) describe la pineal de los roedores como
una estructura básicamente alargada y redondeada que se extiende
desde el III ventrículo hasta la parte inferior de la bóveda craneal.
Para Kappers (1960) y Bjórklund y cols. (1972), el complejo pineal de
rata consta de tres partes a las que denominan; órgano pineal pro-
piamente dicho o pineal superficial, tallo pineal y pineal profunda o
lámina intercalaris (que se sítua en el interior del tallo pineal). La pi-
neal superficial, asentada sobre la lámina cuadrigémina, está coloca-
da inmediatamente debajo de la calota, separada únicamente de ésta
por la gran vena magna de Galeno y los senos venosos de la dura-
madre y está enmarcada por los polos posteriores de ambos hemis-
ferios cerebrales y el cerebelo a nivel dorsal.
El tallo pineal es un delgado cordón de unos 10 pm de grosor
(Calvo y Boya, 1985) que une la pineal superficial con el techo del
tercer ventrículo. Para Boeckmann (1980) más de un 75% de las ra-
tas estudiadas presentan un tallo discontinuo. Por otro lado, la pineal
profunda se une a la comisura habenular por arriba y a la comisura
posterior por abajo, estableciendo contacto frecuentemente con el
líquido cefalorraquideo a través de los recesos intercomisural y su-
prahabenular (Vollrath, 1981).
La forma y situación de la glándula pineal de los mamíferos
presenta una gran variabilidad macroscópica, lo que ha suscitado
numerosos intentos de clasificaciones en función de una serie de pa-
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rámetros distintos. Oksche (1965) clasifica las epífisis según su forma
en elongadas, cónicas o piriformes, mientras Blm y Maurin (1956) las
catalogan desde el punto de vista de su localización con referencia al
cuerpo calloso. Así hablan de subcallosas (primates), postcailosas
(vaca, oveja, caballo) y supracallosas, donde incluye a los roedores,
pero especificando la posibilidad de una localización subeallosa
dentro de este grupo de mamíferos. Vollrath (1981) propone una
clasificación en la que combina la forma del órgano pineal y su
relación topográfica con el tercer ventrículo. Así, clasifica las pineales
en varios tipos:
U Tipo proximal o tipo A, en la que la mayor parte del tejido pineal
está íntimamente relacionado con el III ventrículo
U Tipo intermedio-proximal o tipo AB, cuando la longitud de la pi-
neal es ligeramente superior al doble de su ancho mayor.
U Tipo proximo-intermedio-proximal o tipo ABC, en el caso de pi-
neales muy largas, cuya mayor parte de parénquima está alejado del
III ventrículo y situadas superficialmente o próximas al cerebelo.
Si alguna de las partes constituyentes del órgano pineal está
presente pero moderadamente reducida, sustituye las letras latinas
mayúsculas por letras griegas minúsculas. Así, la pineal de rata sería
ctj3C, al ser una estructura elongada en la que la mayor parte de la
glándula está muy superficial y las partes proximal e intermedia (talio
pineal y lámina intercalarís de Kappers (1960) y Bjórklund y cois.
(1972)) están notablemente reducidas.
Según Gregorek y cols. (1977), la longitud de la pineal de la
rata albina oscila entre 1,6 y 1,95 mm, siendo su diámetro mayor 0,82
mm, aproximadamente. El peso de la epífisis de rata ronda los 1,56
mg (Reiter, 1973) y el volumen los 0,6149 cc (Legait y cols., 1976>.
No obstante, el peso y volumen del órgano pineal está condicionado
por el ritmo circadiano (Axeirod y cols., 1965), la edad y el sexo
(Santa Marina y Venzke, 1953; Boya y cols., 1992), las estaciones del
año y el volumen de sangre circulante en el interior de la glándula
(Legait y cols., 1976).
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ESTRUCTURA HISTOLOGICA
DE LA GLANDULA PINEAL
DE LOS MAMíFEROS
La glándula pineal de los mamíferos es una estructura paren-
quimatosa excelentemente vascularizada y constituida por agrupa-
ciones celulares cuya morfología varía en función de la especie estu-
diada (Vollrath, 1981). Tanto es así, que ya en 1932 afirmaba Rio
Hortega: “La glándula pineal no posee un patrón histológico fijo,
comparable con el existente en otras glándulas exocrinas y endocri-
nas; por lo tanto no se puede afirmar que existan dos glándulas
pineales con agrupamientos similares de sus masas celulares”.
Desde la cápsula epifisaria parten hacia el interior del parén-
quima tabiques de tejido conjuntivo que aislan grupos de células pi-
neales (Bargmann, 1943). En los tabiques conectivos de rata se han
descrito fibras colágenas y reticulares (Chang, 1969) a las que se
suman un pequeño número de fibras de elastina. Calvo y Boya
(1983b) constatan también la presencia de fibras oxitalanas, más
abundantes a nivel superficial y cuyo número se incrementa con la
edad. Por estos espacios conjuntivos discurren arteriolas y vénuias a
las que suelen ir unidas fibras nerviosas. Las células epifisarias se
agrupan pues en tabiques o cordones celulares que dan lugar a la
formación de pseudofolículos, separados incompletamente por es-
pacios conjuntivos. Estas agrupaciones son comparadas, en la rata, a
racimos (Wolfe, 1965), mientras que para Kappers (1960> forman
folículos o rosetas y para Buss (1965) cordones celulares.
El tallo pineal de la rata albina estaría constituido, según
Kappers (1960), por tejido conectivo, vasos sanguineos, fibras ner-
viosas y células parenquimatosas, más o menos diferenciadas como
pinealocitos. Por su parte, Calvo y Boya (1985)10 describen integrado
por células gliales, numerosas fibras nerviosas, pocos pinealocitos y
pequeños e irregulares espacios de tejido conjuntivo con abundantes
fibras colágenas. Recientemente, mediante estudios inmunohisto-
químicos para la proteína glial fibrilar ácida (GEAP) se ha demostrado
la presencia de astrocitos en todo el trayecto del tallo pineal de rata
(López-Muñoz y cols., 1992b).
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La presencia en la glándula pineal de varios tipos celulares, su
clasificación y denominación, así como su interpretación y papel fun-
cional, constituyen, aún hoy, un problema que está lejos de
dilucidarse (Volirath, 1981; karasek, 1983).
En función de la electrodensidad de la matriz citoplasmática de
las células parenquimatosas pineales, una serie de autores (Arstila y
Hopsu, 1964; Gusek y cols., 1965; Sheridan y Reiter, 1968; Lues,
1971; Romijn, 1973a; Pevet, 1974) defienden en distintas especies
estudiadas, una clasificación de los pinealocitos en claros y oscuros.
Vollrath (1981) considera que la electrodensidad no es un parámetro
válido para diferenciar dos tipos de poblaciones celulares epifisarias,
pues como se ha demostrado en rata (Arstila, 1967), ardilla (Sheridan
y Reiter, 1973), erizo (Pevet y Saboureau, 1973) y topo (Pevet, 1974),
el factor densidad, para un mismo tipo celular, varía en relación con el
momento funcional de la glándula. Gusek y cois. (1965) opinan que
los pinealocitos oscuros podrían ser formas envejecidas de
pinealocitos claros y Welsh y Reiter (1978) especulan con la
posibilidad de que los pinealocitos oscuros (en el gerbo) sean un
artefacto de la fijación.
Pevet (1977) propone una clasificación de los pinealocitos en
tipo 1 y tipo II. Los pínealocitos tipo 1 constituirían la mayor parte de la
población celular epifisaria y se caracterizarían por la presencia de
vesículas granulares en su citoplasma. Los pinealocitos tipo II, po-
blación celular minoritaria, tienden a disponerse en los espacios peri-
vasculares y carecerían de vesículas granulares. En ambos tipos po-
drían encontrarse, opina Pevet, células claras y oscuras.
De lo que no cabe duda hoy día, es de la existencia de dos ti-
pos distintos de células parenquimatosas en la glándula pineal, aun-
que sus denominaciones sigan planteando problemas. Por un lado,
está la célula parenquimatosa más abundante (un 82% de la pobla-
ción glandular en la rata, según Wallace y cols., 1969), denominada
simplemente pinealocito, célula epifisaria o célula principal (Arstila,
1967) y considerada por Ueck y Wake (1977) y Hansen y Karasek
(1982) como una paraneurona, que formaría parte del sistema APUD
(Fujita y Kobayashi, 1979) y que seria la responsable de la función
secretora glandular (Quay, 1974; Pevet, 1979). Este tipo celular pre-
senta, sobre todo en vertebrados inferiores, características ultrastruc-
turales y moleculares típicas de células fotorreceptoras (Korf y
Ekstróm, 1987). Recientes estudios inmunohistoquimicos han
demostrado la positividad de los pinealocitos de varias especies de
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mamíferos a proteínas típicas de fotorreceptores de la retína (sobre
todo al antígeno 5) (Korf y cols., 1985, 1986; Li y Welsh, 1991a).
Por otro lado, está un tipo celular minoritario (12% de las célu-
las epifisarias de rata, según Wallace y cois., 1969) calificado como
célula densa (Gusek y cols., 1965; Matsushima y Reiter, 1975),
astrocito (Duncan y Micheletti, 1966; VVallace y cois., 1969), célula
intersticial (Wolfe, 1965; Arstila, 1967; Gregorek, 1973) o célula glial
(Anderson, 1965; Wartenberg, 1968; Herbert, 1971). La reciente
aplicación de nuevas técnicas inmunohistoquimicas confirma la
naturaleza astroglial del segundo tipo celular epifisario, al dar
resultados positivos para distintos marcadores de proteínas gliales
(proteína ácida gliofibrilar (GFAP), vimentina o proteína S-100), según
estudios en humanos (Lowenthal y cois., 1982; Papasozomenos,
1983; Mm y cols., 1987; Kasper y cols., 1990), équidos (Cozzi, 1986),
bóvidos (Zang y cols., 1985) o roedores (hamster: Huang y cois.,
1984; Li y Welsh, 1991a; rata: Moller y cols., 1978; Schachner y cois.,
1984; Calvo y cols., 1988a; López-Muñoz y cois., 1992a, 1992b;
Borregón y cols., 1993). Calvo y cols. (1988a) proponen
definitivamente, en rata, el término “célula glial” para designar el
segundo tipo de células parenquimatosas, dejando el término
“astrocito” para especies en que esta célula es morfológicamente
muy similar a los astrocitos del Sistema Nervioso Central (SNC)
(Vollrath, 1981; Karasek, 1983).
El pinealocito es pues la principal célula parenquimatosa de la
glándula pineal. El núcleo de estas células es redondeado u ovalado
y presenta un número variable de invaginaciones. El citoplasma es
rico en organoides, sobre todo reticulo endoplásmico rugoso, liso y
aparato de Golgí. Las mitocondrias son muy abundantes y con cierta
frecuencia se observan cuerpos multivesiculares y esférulas y barras
sinápticas (Kappers, 1976; Vollrath y Huss, 1973). En algunas espe-
cies, como en el caso de la rata vieja (Karasek, 1970), se ha descrito
la presencia de cilios. Del cuerpo celular del pinealocito parten un
número variable de prolongaciones de distinta longitud que acaban en
mazas terminales, generalmente en la proximidad de los vasos san-
guíneos. El citoplasma de estas prolongaciones contiene los mismos
organoides que el soma celular con la excepción del aparato de Golgi
y los centriolos y sus derivados (Wartenberg, 1968; Ito y Matsushima,
1968; Lues, 1971). Las mazas terminales presentan una gran canti-
dad de vesículas, hecho que podría relacionarse con el producto de
secreción glandular (Kappers, 1976).
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El segundo tipo celular (célula glial o intersticial) se situa con
cierta preferencia en la proximidad de los espacios perivasculares y
carece de vesículas granulares. Presenta una gran densidad, tanto
nuclear como citoplasmática y un núcleo ovoideo en el que destaca
una marcada y gruesa membrana nuclear. Es característico de estas
células gliales la presencia de vacuolas citoplasmáticas de doble
membrana (Calvo y Boya, 1984b). En algunas especies es posible
encontrar abundantes gránulos de pigmento y de glucógeno, como en
el caso del conejo (Romijn, 1973a; Romijn y cols., 1977). Reciente-
mente, García-Mauriño y cols. (1992) han detectado inmunohisto-
químicamente la presencia de factor de crecimiento nervioso (NGF)
en células gliales de la pineal de rata, apuntando un papel trófico y
trópico de este tipo celular con respecto a la inervación simpática
procedente del ganglio cervical superior.
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VASCULARIZACION PINEAL
La glándula pineal es uno de los órganos endocrinos más vas-
cularizados. Mientras Rollag y cols. (1978) aseguran que es la
glándula endocrina mejor irrigada del organismo, Goldmann y Wurt-
man (1964) opinan que sólo la superan en aporte sanguíneo la neu-
rohipófisis y el aparato yuxtaglomerular del riñón, y situan el flujo
sanguíneo glandular en 4 ml/min/g de tejido.
El suministro sanguíneo epifisario procede de colaterales de
las arterias coroideas posteriores, ramas a su vez de las arterias ce-
rebrales posteriores (Gladstone y Wakeley, 1940; Bargmann, 1943).
Hodde (1979) afirma que son de 2 a 6 las ramas de las arterias cere-
brales posteriores que llegan a la pineal y son tan pequeñas que no
es justo calificarías como arterías epífisarias, al ser simples ramales
colaterales (Von Bartheld y Molí, 1954). Estas arterias recorren la
piamadre que envuelve la epífisis hasta llegar a la cápsula, donde
dan arteriolas que se ramifican poco después en capilares de endote-
ho fenestrado (Milofsky, 1957; Wolfe, 1965), como confirma Krstic
(1979) con microscopia electrónica de barrido.
El drenaje venoso atraviesa las trabéculas glandulares en di-
rección a la cápsula, donde se une entre si y desemboca en la gran
vena magna de Galeno (Glandstone y Wakeley, 1940), que drena a
su vez en el seno sagital superior (Hodde, 1979).
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INERVACION PINEAL
La glándula pineal de los mamíferos puede llegar a presentar
fibras nerviosas de tres orígenes distintos (Vollrath, 1981): Fibras
simpáticas procedentes del ganglio cervical superior (GCS) (Cajal,
1904; Kappers, 1960, 1965, 1976; Sowers y cols., 1984), fibras comi-
surales o de origen central (Semm y cols., 1981; Guerillot y cols.,
1982; Dafny, 1983; Moller y Korf, 1983; Korf y Moller, 1985; Reuss y
Moller, 1986) y fibras parasimpáticas procedentes del nervio petroso
superficial mayor. Estas últimas fibras, de naturaleza colinérgica, se
han descrito en pineales de conejo (Romijn, 1973a, 1975a), hurón
(David y Herbert, 1973), ardilla (Matsushima y Reiter, 1978), oveja
(Taylor y cols., 1980) y algunos primates (David y Kumar, 1978). En
la rata sólo existen, por lo tanto, fibras simpáticas y comisurales.
La mayor parte de las fibras simpáticas procedentes del GOS
llegan a la glándula pineal a traves de los nervios conarii, ramas dis-
tales de los nervios carotídeos internos, que en la rata se presentan
como un par nervioso procedente de ambos GCSs (Kappers, 1960;
Kenny, 1965), y que constan, cada uno de ellos, de unos 400 a 500
axones aproximadamente (Bowers y cois., 1984). El resto de fibras
nerviosas, mucho más escasas, llega al parénquima pineal junto a los
vasos sanguíneos que riegan este órgano (Kappers, 1965; Ueck,
1979).
El nervio conaríi de la rata (Kappers, 1960) penetra simétrica-
mente por la superficie dorsolateral de la glándula y se distribuye in-
traepifisariamente en fibras que ocupan una porción intermedia entre
los vasos y el parénquima (Sheridan y Sladeck, 1975; Matsushima y
Reiter, 1977), siendo el plexo nervioso mucho más abundante en la
periferia del órgano (Bertier y cols., 1964). Las fibras nerviosas llegan
incluso hasta la pineal profunda (lámina intercalaris) de la rata,
abriendose paso entre los somas de los pinealocitos y atravesando el
tallo pineal (Bjórklund y cols., 1972: Wiklund, 1974).
Schmidt y cols. (1987) denominan sucesivamente a las fibras
nerviosas pineales como “axones capsulares”, “axones parenquima-
tosos perivasculares” y “axones intercelulares”, en función del grado
de profundidad que alcanzan y su situación topográfica intraglandular.
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Las fibras simpáticas intraepifisarias muestran, ultrastructural-
mente, engrosamientos o botones adrenérgicos que contienen vesí-
culas neurotransmisoras, situados perivascularmente o en la vecin-
dad del soma de los pinealocitos (Wolfe, 1965). Estos botones adre-
nérgicos y las mazas terminales de los pinealocitos fueron morfológi-
camente confundidos durante algún tiempo (De Robertis y Pellegrino
de lraldi, 1961; Pellegrino de lraldi y De Robertis, 1963).
Las terminaciones de las fibras nerviosas pineales presentan
un contenido multivesicular típico de los nervios adrenérgicos (Pelle-
grino de lraldi y cols., 1971), integrado por vesículas oscuras o de
núcleo denso (pequeñas o grandes) y vesículas claras (planas o re-
dondas). Las vesículas oscuras pequeñas tienen un diámetro de 40 a
60 nm y contienen un gránulo denso de 25 nm en posición centrolate-
ral, existiendo un espacio claro entre este gránulo y la membrana
limitante (Pellegrino de lraldi y De Robertis, 1963; Rodin y Turner,
1965; Bondareff, 1965; Arstila, 1967; Duffy y Markesbery, 1970;
Matsushima e Ito, 1972). Las vesículas oscuras miden 60- 120 nm de
diámetro, no presentan halo claro limitante y son más electrodensas
que las pequeñas (Duffy y Markesbery, 1970; Matsushíma e Ito,
1972). Por su parte, las vesículas claras pueden ser redondas, seme-
jantes en tamaño a las oscuras pequeñas (Arstila, 1967; Jaim-Etche-
verry y Zieher, 1969) u ovoideas y alargadas (80 x 30 nm según
Matsushima e Ito, 1972).
El significado funcional de estas vesículas es multiple. Mientras
está aceptado que las vesículas granulares pequeñas se asocian a la
producción y liberación de noradrenalina y serotonina o de sus pre-
cursores (Pellegrino de Iraldí y Gueudet, 1969; Pellegrino de lraldi y
Suburo, 1971), las grandes parece ser que no contienen aminas
(Vollrath, 1981). Las vesículas claras planas podrían contener GABA
(Vollrath, 1981) aunque para Matsushima e Ito (1972) se trataría de
vesículas granulares previamente vaciadas. Estos mismos autores
adscriben una naturaleza colinérgica a las vesículas claras redondas.
El segundo tipo de fibras que llegan a la glándula pineal son las
de procedencia central, llamadas por Vollrath (1981) fibras comisu-
rales. La presencia de estas fibras en la mayoría de los mamíferos
estudiados (Gardner, 1953; Kappers, 1960; Kenny, 1965; Korf y
Wagner, 1980; Schneider y cols., 1981; Guerillot y cols., 1982; Dafny,
1983; Molier y Korf, 1983; Korf y Moller, 1984, 1985; Reuss y Moller,
1986) supone una conexión nerviosa cerebro-epífisaria, cuyo signifi-
cado funcional es enormemente controvertido y está lejos de poder
aclararse.
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En la rata, este componente nervioso ha sido extensamente
estudiado mediante métodos electrofisiológicos (Reuss y cols., 1984),
microscopia electrónica (Luo y cols., 1984b) y transporte anterógrado
(Reuss y Moller, 1986) o retrógrado (Guerillot y cols., 1982; Dafny,
1983) de peroxidasa de rábano. Estudios inmunohistoquimicos han
permitido identificar, dentro de este tipo de aferencia nerviosa, fibras
de caracter peptidérgico (Buijs y Pevet, 1980; Ronnekleiv y Kelly,
1984; Schon y cols., 1985; Mikkelsen, 1989).
La mayoría de las fibras comisurales proceden de las comisu-
ras posterior (Hartmann, 1957) y habenular (Kappers, 1960; Kenny,
1965). Pfister y cols. (1975) describen fibras procedentes del colículo
anterior. También se han descrito conexiones epifisarias con el hipo-
tálamo ventromedial, la amígdala y centros olfatorios y acústicos
(Dafny, 1977). Guerillot y cols. (1982), mediante transporte retrógrado
de peroxidasa de rábano (HRP) inyectada en la pineal, detectan la
presencia de fibras marcadas en la amígdala, colículo, habénula,
núcleos supraóptico y paraventricular, centro olfatorio y área
preóptica de rata. Estos resultados han sido confirmados pos-
teriormente por varios autores (Korf y Moller, 1984, 1985; Moller y
cois., 1987; Mikkelsen y Moller, 1990; Mikkelsen y cols., 1992). El
grado de penetración de estas fibras en el interior del órgano conario
varia en función de la especie estudiada, restringiéndose, en el caso
de la rata, a la parte más proximal de la glándula (Kappers, 1960; Luo
y cols., 1984b; Mikkelsen y cols., 1992).
La interpretación funcional de la presencia de las fibras comisu-
rales en el órgano pineal ha variado considerablemente con el tiem-
po. El caracter de fibras aberrantes, tan intensamente defendido por
Kappers (1960, 1965) y otros autores (Wurtman y cois., 1968), ha
dado paso al concepto de complejo habénulo-epifisario como una
unidad funcional (Soulairac y Soulairac, 1963; Faure y cols., 1966).
Esta idea cobra más fuerza cada día y se afianza como una de las
líneas de investigación de la pineal más importante de los últimos
años, llegándose incluso a proponer su participación en la regulación
de la síntesis de melatonína (Moller y cols., 1987).
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BIOQUIMICA Y FISIOLOGIA PINEAL
La glándula pineal de los mamíferos es un órgano que desarro-
lía una elevadísima actividad bioquímica, como lo demuestra la pre-
sencia de abundantes aminas biógenas (melatonina, serotonina, no-
radrenalina, histamina) y de multiples substancias peptidérgicas
(AVT, TSL, AVP, OT, VIP, LH, FSH, TRH,...). Se puede hablar de la
pineal como de un órgano neuroendocrino capaz de sintetizar y libe-
rar substancias activas, que ejercerían su acción hormonal sobre una
serie de órganos y tejidos diana (Wurtman y cols., 1968), entre los
que se encontrarían el hipotálamo, hipófisis, gónadas, tiroides,.., que
a su vez regularían la función pineal mediante un mecanismo feet-
back (Kappers, 1978; Cardinali, 1981). Pero, sin lugar a dudas, seria
la melatonina, la hormona antigonadotrópica aislada por Lerner y
cols. (1958) de pineales bovinas, el indol más característico de la
glándula pineal y, por supuesto, su hormona más específica.
La biosíntesis de todos los aminoindoles epifisarios (Smith,
1983) comienza con la captación del triptófano circulante por parte
del pinealocito. El triptófano captado es hidroxilado por la triptófano-
hidroxilasa dando lugar al 5-hidroxitriptófano, que es rápidamente
decarboxilado por la DOPA-decarboxilasa para formar 5-hidroxitripta-
mina o serotonina. La serotonina es, a su vez, convertida en N-acetil-
serotonina bajo la acción de la serotonin-N-acetíl-transferasa (NAT).
El compuesto resultante es por fin metilado por la hidroxi-indol-O-
metil-transferasa (HIOMT) para formar N-acetil-metoxi-triptamina o
melatonina.
La conversión de serotonina en melatonina está influenciada,
como toda la respuesta fisiológica glandular, por el ciclo luz-oscuri-
dad. Mientras en los períodos lumínicos la actividad NAT es muy
baja, lo que supone un aumento de los niveles de serotonina y un
descenso de la cantidad de melatonina, en las fases de oscuridad
ocurre todo lo contrario. Las variaciones de la HIOMT son muchísimo
menos marcadas, por lo que se puede considerar a la NAT como la
enzima que imita la síntesis de melatonina (Klein y Welier, 1973;
Klein y cols., 1981b).
La serotonina sintetizada por el pinealocito puede ser vertida al
espacio extracelular e incorporarse al terminal nervioso o servir de
substrato a la formación de otros indoles pineales como la 5-metoxi-
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triptamina (Miller y Maickel, 1970) o el 5-metoxitriptofol (Mc Isaac y
cols., 1964).
Según Vollrath (1981), solo pueden considerarse como hormo-
nas específicamente pineales (además de la melatonína) el 5-metoxi-
triptafol y la 5-metoxitriptamina, de efectos también antigonadotrópi-
cos (Fraschini y cols., 1971; Reiter y cols., 1975; Pevet y cols., 1981>.
El segundo grupo de substancias activas presentes en la epífi-
sis está integrado por péptidos y proteínas pineales, a los que Pevet
(1986) clasifica en tres clases:
O Péptidos y proteínas de clase 1: vasopresina (AVP), oxitocina
(OT), péptido intestinal vasoactivo (VIP), substancia P, somatostatina,
vasotocina, neurofisinas, ¡3-endorfinas, encefalinas (Pevet y cols.,
1980). Estas substancias corresponderían a las fibras nerviosas
peptidérgicas originadas en otras estructuras cerebrales (Korf y
Moller, 1985). Serían neurotransmisores o neuromoduladores de
efectos no fisiológicamente relevantes (Pevet, 1986).
o Péptidos y proteínas clase II: LHRH, cz-MSH, MIF, TRH, ACTH,
ESH, LH, prolactina (Ebeis y Noteborg, 1985). Esta serie de péptidos
corresponderían a hormonas circulantes originadas en otros órganos
endocrinos y acumuladas en la pineal y su función se asociaría al
ejercicio del control feet-back existente entre la epífisis y esos otros
órganos de los que son originarias (Cardinalí, 1981).
o Péptidos y proteínas clase III: aquí se situarían las substancias
específicamente sintetizadas por las células pineales y cuya función,
según Pevet (1986), además de ser factores activos pineales, podría
ser la de proteínas transportadoras de los indoles epifisarios de se-
creción. Destacan la arginina-vasotocina (AVT) (Fernstrom y cols.,
1980), de propiedades oxitócícas y vasoactivas (Bowie y Herbert,
1976) y la treonilserinilisina (TSL), de débil acción antigonadotrópica
(Vaughan y cols., 1981)
Respecto a las gotas lipídicas, tan abundantes en la pineal de
rata (Quay, 1957; Prop y Kappers, 1961), parace ser que no suponen
ningún producto de secreción glandular (en contra de la opinión de
Farrelí, 1960). Quay (1974) refiere como no se han aislado o identifi-
cado componentes lipídicos específicos de la pineal e ínterpreta su
presencia como productos del metabolismo general y aporte de es-
tructuras membranosas celulares.
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Los verdaderos productos de secreción glandular se situarían
(Vollrath, 1981) en las vesículas celulares adyacentes al aparato de
Golgi y presentes en las mazas terminales de las prolongaciones
celulares, pues como constatan Benson y Krasovich (1977), las vesí-
culas granulares incrementan su número, al igual que la actividad
melatoninica, en periodos de luz y disminuyen en periodos de oscuri-
dad. Esto sugiere que son estas vesículas las responsables del alma-
cenamiento, transporte y liberación de los productos de secreción pi-
neal y sus precursores (indoles y compuestos peptídicos) (Karasek,
1983).
La glándula pineal, como ya se ha comentado, es un transduc-
tor neuroendocrino (Wurtman y Axelrod, 1965) que está condicionado
por factores exógenos, entre los que cabe destacar la luz y los ciclos
vitales (circadianos, estacionales, anuales, estruales,...). No obstante,
para que las variaciones luminicas modulen el comportamiento
epifísario es preciso la integridad de la inervación pineal, procedente
del GCS. La noradrenalína (NA) contenida en las vesículas granula-
res de estas fibras simpáticas (De Robertís y Pellegríno de iraldí,
1961) también sufre una variación en sus niveles, en el mismo senti-
do que la melatonina, con el ritmo círcadiano (Wurtman y Axelrod,
1966), lo que ha llevado a una serie de autores (Klein, 1969; Klein y
cols., 1971; Klein y Weller, 1973) a asegurar que la NA de estas fi-
bras estimula la formación de melatonina. A esta influencia simpática
se suma el hecho de la influencia de la NA en la síntesis de las pro-
teínas necesarias para la elaboración de la hormona antigonadotró-
pica (Kebabian y cols., 1975).
El efecto íntimo de la NA en la síntesis de melatonina y seroto-
nina epifisarias es mediado por los receptores ¡3-adrenérgicos de la
membrana celular del pinealocito (Klein y Weller, 1970; Wurtman y
cols., 1971; Deguchi y Axelrod, 1972a; Brownstein y cols., 1973),
como indica el hecho de que tras la administración de bloqueadores
de los receptores fB-adrenérgicos, como el propanolol, la respuesta
glandular a los estímulos exteriores (sobre todo luminicos) no varía
(Deguchi, 1973; Parfitt y cols., 1976). La activación de los receptores
fl-adrenérgicos incrementa la concentración intracelular de AMP
cíclico, que induce a su vez un aumento en la actividad de la NAT
(Klein y cols., 1981b; Reiter, 1991).
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DESARROLLO EMBRIONARIO
DE LA GLANDULA PINEAL
El desarrollo embrionario de la glándula pineal de los mamífe-
ros ha sido estudiado de una forma más minuciosa y detallada en el
grupo de los roedores y fundamentalmente en la rata (Gardner, 1949;
Kappers, 1960; Clabough, 1973; Calvo y Boya, 1981a, 1981b; Altar,
1982; Ueck, 1986).
La morfogénesis epifisaria, en la rata, tiene lugar durante la se-
gunda mitad de la gestación (días 12 al 21). El primer esbozo pineal
aparece entre los días 12 y 14, como una evaginación de la línea
media del techo diencefálico, entre las comisuras posterior y habenu-
lar (Clabough, 1973; Calvo y Boya, 1981b). El epitelio de este primor-
dio no difiere microscópicamente del neuroepitelio circundante que
bordea el III ventrículo (Ueck, 1986).
Hasta el día 16 de gestación la evaginación va elongándose en
dirección dorsocaudal, adquiriendo forma de saco. Es el llamado re-
ceso pineal, cuya luz comunica con el III ventrículo (Vollrath, 1981;
Ueck, 1986). Las células parenquimatosas saculares penetran en el
mesénquima meníngeo adyacente sin que se advierta membrana ba-
sal alguna que separe ambas estructuras (Calvo y Boya, 1981a).
Todo el crecimiento del receso pineal en esta fase es debido a la
intensa actividad mitótica de las paredes periluminales, encon-
trándose algunas células de la región basal del epitelio en franca
degeneración (Ueck, 1986).
El día 16 marca la fase de compactación del receso pineal, que
según Calvo y Boya (1981b) se debe a dos mecanismos: por un lado,
múltiples invaginaciones del epitelio hacen que las paredes del rece-
so se aproximen y fusionen, a lo que se une una invasión de la luz por
pinealoblastos procedentes de las paredes epiteliales. De esta forma,
el cierre del receso da lugar a la formación de cavidades que seme-
jan folículos glandulares (Kappers, 1960). Después (día 18 aproxima-
damente), tiene lugar la invasión del mesénquima por los vasos san-
guíneos, que lo hacen de forma preferencial por la superficie superior
media del receso, aunque algunos entran por las regiones laterales
(Ueck, 1986). A partir de esta fecha comienza una actividad mitótica
brutal (Clabough, 1973) que no cesa hasta varios días tras el naci-
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miento (Walker y cols., 1978) y que es la responsable del considera-
ble aumento del volumen del órgano.
La diferenciación del pinealoblasto hacia pinealocito sucede en
el día 19. En este momento, la disposición folicular se pierde, adqui-
riendo la epífisis embrionaria una mayor consistencia y un aspecto
morfológico de cordones celulares (Volirath, 1981). Hacia el día 20 de
gestación, Calvo y Boya (1981a) empiezan a encontrar, ultrastructu-
ralmente, diferentes tipos celulares, aunque las diferencias no son
totalmente nítidas hasta el momento del nacimiento.
El desarrollo del órgano pineal del hamster es bastante similar
(Clabough y Seibel, 1968; Clabough, 1973; Sheridan y Rollag, 1983)
y tiene lugar durante los 5 últimos días de gestación (dias 11 al 16).
Es de destacar la presencia de células semejantes a los pinealocitos
en el borde ventral de la comisura habenular, a partir del día 15 de
vida fetal. Clabough (1973) interpreta esta agrupación celular como el
esbozo de la pineal profunda. En esta especie, los distintos tipos
celulares no se hacen evidentes hasta los días 7 a 17 de vida
postnatal (Ueck, 1986).
En el conejo se han descrito dos esbozos que convergen en la
síntesis epifisaria (Turkewitch, 1937). Junto a la típica evaginación del
techo diencefálico, propia del resto de los mamíferos, aparece una
masa celular rostral al primordio, que posteriormente cubrirá la pared
rostrodorsal del receso pineal. Romijn (1973a) asocia esta masa celu-
lar al desarrollo de la futura cortical del órgano conario. Moller y cols.
(1975) describen la presencia del llamado “nervio pineal fetal” en em-
briones de conejo de 23 - 24 dias.
Se han efectuado también estudios del desarrollo embrionario
de la pineal en otros mamíferos como el topo (Pevet, 1980), vaca y
oveja (Frauchiger, 1963; Meyburg, 1965), ardilla (Funambulus
pennatí) (Haldar-Misra y Srivastava, 1986), marsupiales (Dasyuru.s
hallucatus) (Ueck, 1986), humano (Bargmann, 1943; Moller, 1974).
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DESARROLLO POSTNATAL
DE LA GLANDULA PINEAL
Como ocurre con el análisis del desarrollo embrionario de la
glándula pineal, el desarrollo epifisario postnatal (DPN) se ha estu-
diado más detenidamente en el grupo de los roedores, sobre todo en
la rata (Quay y Levine, 1957; Blumfieid y Tapp, 1970; Bayerova y
Malinsky, 1972; Quay, 1974; Karasek, 1974; Steinberg y cols., 1981;
Altar, 1982; Calvo y Boya, 1983a, 1984a).
Calvo y Boya, tanto al microscopio óptico (1984), como al elec-
trónico (1983), describen un rápido incremento del volumen pineal de
rata en la vida postnatal, especialmente intenso hasta los 45 días y
prolongado más lentamente hasta los 6 meses de edad. Volirath
(1986) afirma que el volumen de la epífisis del neonato se incrementa
unas 4 veces hasta alcanzar el tamaño adulto.
Los dos tipos celulares del parénquima pineal comienzan a di-
ferenciarse, ultrastructuralmente, a los 3 días (Calvo y Boya, 1983a),
mientras que con tecnicas habituales de microscopia optíca esta dife-
renciación se aprecia alrededor de los 10 días (Calvo y Boya, 1984a)
y se completa sobre los 15 - 20 días. Estos autores constatan
también como el crecimiento glandular durante la primera semana de
vida es debido a una ingente prolíferación celular (sobre todo en los 3
primeros días postnatales). A partir de los 10 días, las mitosis son ya
más escasas y el número de núcleos por unidad de superficie
desciende progresivamente, por lo que el crecimiento del órgano se
debe, desde este momento, a una hipertrofía celular de los pinealocí-
tos. Esta hipertrofia es más marcada hasta los 45 días y más lenta
hasta los 60, en que la glándula adquiere caracter de adulta. A partir
de los 75 días se advierte un incremento en el tamaño de los tabiques
conjuntivos.
Quay (1974) resume la maduración del órgano pineal en tres
fases distintas que se van solapando:
© Fase morfogenética, en la que aparece el órgano y las células
no estan diferenciadas (del día 12 de gestación al nacimiento).
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© Fase proliferativa, caracterizada por una intensa proliferación de
las células indíferenciadas, con la presencia de abundantísimas mi-
tosis (del día 16 de gestación hasta unos pocos días neonatales).
© Fase de diferenciación, donde se advierte una gran hipertrofía y
diferenciación celular (del nacimiento hasta las 9 - 12 semanas post-
natales).
La inervación simpática aflora a la glándula pineal de la rata en
fases tempranas del desarrollo. Calvo y Boya (1983a), a nivel ultras-
tructural, describen las primeras fibras nerviosas en los espacios
conjuntivos de la pineal de 3 dias, mientras Machado y cois. (1968>,
utilizando microscopia de fluorescencia, encuentran fibras adrenérgi-
cas en la porción apical y dorsal de la cápsula glandular de ratas de 2
días. Despues del 50 día postnatal describen ya una tupida red de
fluorescencia verde por toda la epífisis, lámina intercalaris y tallo pi-
neal, que continua aumentando hasta la segunda semana del desa-
rrollo, en que alcanza valores de adulto. El otro componente nervioso
del órgano pineal parece ser mucho más precoz en alcanzar la glán-
dula, pues ya en el día 18 del desarrollo embrionario, Gardner (1953)
describe la presencia de fibras comisurales que penetran en la epífi-
sis en tres cuartas partes de su longitud.
En el hamster, es de destacar el hecho de una división postna-
tal del complejo pineal en una porción superficial y otra profunda
(Vollrath, 1981). Esta escisión comienza a advertirse el 30 día del de-
sarrollo neonatal (Sheridan y Rollag, 1983), siendo muy evidente al
final de primera semana, y se debe a la migración dorsocaudal del
componente superficial. En la región del antiguo tallo de unión persis-
tirán islotes de células parenquimatosas pineales que desaparecen
totalmente al final de la tercera semana. Hewíng (1976) constata una
diferenciación más rápida de los pínealocitos corticales de la porción
superficial que alcanzan una similitud morfológica con los adultos al-
rededor del día 16. Por otra parte, la presencia de fibras nerviosas se
hace patente bastante más tarde que en la epífisis de rata, pues se
describen por primera vez el día 11 en la pineal superficial y el día 19
en la porción profunda (Van Veen y cols., 1978; Vollrath, 1986).
Tanto en la rata como en el hamster, se detecta la presencia de
melatonina a los 5 días y los primeros signos de existencia de un
ritmo circadiano a los 10, alcanzando valores de adulto alrededor de
la tercera semana de vida (Klein y cols., 1981c).
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La glándula pineal del conejo presenta una morfología y unas
relaciones similares a las del adulto en las primeras 24 horas postna-
tales (Garcia-Mauriño y Boya, 1992). Los pinealocitos 1 se hipertrofian
e hiperpíasian originando una zona cortical, mientras en la porción
medular se advierte la presencia de rosetas celulares constituidas
sobre todo por pinealocitos II, que perduran hasta los 30 días. La ma-
durez total del órgano se situa en torno a los 90 dias. Por su parte, el
componente nervioso, tan rico en este órgano, empieza ha apreciarse
al 30 día postnatal (García-Mauriño y Boya, 1992).
El desarrollo histológico postnatal de la glándula pineal ha sido
descrito también en otros mamíferos, como en el cobaya (Banks y
cols., 1985), el ratón (Ito y Matsushima, 1967), el perro (Calvo y cols.,
1990b, 1990c) o el humano (Tapp y Huxley, 1972).
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AGENTES QUIMICOS NEUROTOXICOS
COMO HERRAMIENTAS DE
DENERVACION EN NEUROBIOLOGIA
El descubrimiento por Tranzer y Thoenen (1967) de los efectos
sobre las células nerviosas de un isómero de la norepinefrina (NE),
aislado previamente por Senoh y cols. (1959), supuso una nueva y
revolucionaria línea de investigación en el campo de la neurobiología.
Este fenómeno ha sido denominado desde entonces como “simpa-
tectomia o denervación química’ (Tranzer y Thoenen, 1967, 1968).
Se trata de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un análogo de la
noradrenalina (NA) que induce una selectiva destrucción de las fibras
nerviosas simpáticas. Aunque su inyección directa en cerebro
también provoca una degeneración del componente neural dopami-
nérgico (Ungerstedt, 1968), estudios morfológicos a nivel ultrastructu-
ral confirman su elevado grado de selectividad al no afectar a neu-
ronas colinérgicas, células de Schwann, glía, células endoteliales o
cualquier otro tipo celular (Tranzer y Thoenen, 1967; Bloom y cois.,
1969>.
Otros agentes neurotóxicos han sido empleados durante estas
dos últimas décadas, aunque sin llegar a alcanzar la importancia, el
uso y el interés que la 6-OHDA ha suscitado entre los investigadores.
Especial interés tiene la 6-OH-DOPA, dentro del grupo de los tóxicos
catecolaminérgicos, debido a su capacidad para atravesar la barrera
hemato-encefálica y actuar directamente sobre el Sistema Nervioso
Central (SNC) tras su inyección sistémica (Ong y cols., 1969). Entre
estas drogas de acción anticatecolamínérgíca se ha empleado
también la guanetidína, que ejerce una degeneración selectiva de las
neuronas simpáticas. El tratamiento crónico con anfetaminas posee
también un selectivo efecto tóxico sobre las neuronas dopaminérgicas
del núcleo caudado (Jonsson, 1980).
Como elemento de denervación simpática se ha empleado
también la acrilamida, describiendose una axonopatía distal tras su
intoxicación controlada (Schaumburg y cols., 1974). En los últimos
años han recibido especial atención, aunque su uso se ha limitado
por su gran poder tóxico, los llamados aminoácidos “excitotóxicos”,
derivados del glutamato (neurotransmisor excitatorio). Entre ellos,
mencionar el ácido kaínico y el ácido iboténico (Jonsson, 1980).
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Un nuevo compuesto, de corta vida en el mundo de la investi-
gación, apunta como un instrumento de denervación en neurobiología
que cada vez cobra más fuerza par sus peculiares características. Se
trata del DSP-4 (Ross y cols., 1973), una ¡3-cloroalquilamina de
estructura diferente a la 6-OHDA pero de efectos bastante similares.
El DSP-4 posee una elevadísima selectividad como inductor degene-
rativo de los axones noradrenérgicos, tanto centrales como periféri-
cos, careciendo absolutamente de toxicidad sobre neuronas adre-
nérgicas, dopamínérgicas o serotoninérgicas (Jonsson y cois., 1981).
El DSP-4 atraviesa tas barreras hemato-encefálica y placentaria,
siendo capaz de destruir neuronas NA periféricas en animales en de-
sarrollo tras su administración prenatal (Jonsson y cola, 1981), con lo
que se contempla a esta nueva substancia como un instrumento de
gran utilidad para el estudio de la inervación noradrenérgíca y de sus
implicaciones en animales en desarrollo (Jaim-Etcheverry y Zieher,
1980).
6-OHDA
En 1959, Senoh y cois., mientras estudiaban las conversiones
enzimáticas de la dopamina (DA) a norepinefrina (NE), describieron y
aislaron el metabolito 2,4,5-trihidroxifeniletilamina, conocido a partir
de entonces como 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
NH2
OH
HCI
HO
Como indican multitud de estudios ultrastucturales, la adminis-
tración de 6-OHDA a cualquier especie animal cursa con una eleva-
dísima toxicidad selectiva para neuronas NA. Ljungdahl y cois.
(1971), con métodos autorradiográficos y Jonsson (1971) con micros-
copia de fluorescencia, demuestran como la 3H-6-OHDA se acumulacon un alto grado de selectividad en las neuronas NA. Por otro lado,
neuronas colinérgicas y no adrenérgicas permanecen inalteradas
frente a este neurotóxico (Tranzer y Thoenen, 1967, 1968; Hókfelt y
OH
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cols., 1972), al igual que axones mielinizados, células musculares li-
sas, células de Schwann y células endoteliales (Thoenen y Tranzer,
1968; Kostrzewa y Jacobowitz, 1974). Del mismo modo, células que
contienen monoaminas, como mastocitos, células SIF de los ganglios
simpáticos, células enterocromafines y células de la médula adrenal
también mantienen su integridad (Malmforsch y Sachs, 1968; Jonsson
y Sachs, 1970; Votavova y cols., 1971). Los neuroblastos son selec-
tivamente dañados por su capacidad de acumulación de 6-OHDA
(Angeletti y Levi-Montaicini, 1970a), así como las neuronas NA
cerebrales tras su inyección sistémica en animales recién nacidos
(Sachs y Jonsson, 1972; Taylor y cols., 1972).
A nivel central, la 6-OHDA administrada sistémicamente no in-
duce apreciables cambios en los niveles de catecolaminas cerebra-
les, pues no atraviesa la barrera hematoencefálica (Jonsson y cols.,
1974). Sin embargo, cuando es administrada en la primera semana
de vida, da lugar a una considerable disminución de la noradrenalina
en distintos puntos del cerebro, en tanto en cuanto la barrera hema-
toencefálica no se ha desarrollado en su totalidad (Sachs, 1973). En-
tre estas regiones afectadas destacan la corteza cerebral, médula
espinal, hipotálamo y, especialmente, el locus coeruleus (Jonsson y
cols., 1974), del que procede gran parte de la inervación catecolami-
nérgica cerebral.
La selectividad de acción de este compuesto parece ser debi-
da, según Kostrzewa y Jacobowitz (1974) a su activa acumulación en
la neurona NA mediante la bomba de membrana para monoaminas,
mecanismo de transporte especifico de este tipo de neurona y que es
utilizado por la 6-OHDA al ser un análogo de la 6-OHNA. Una vez en
el interior de la neurona CA, la 6-OHDA queda acumulada en depósi-
tos de estructura granular, de donde puede ser liberada por estimula-
ción nerviosa y actuar como un falso neurotransmisor. Sin embargo,
la 6-OHDA actua según la formula del “todo o nada”, para lo que es
preciso que se alcance una concentración crítica intraneuronal
(Thoenen y Tranzer, 1968; Jonsson y cols., 1972) que dispare la se-
cuencia de hechos que conducen a la degeneración celular, via des-
trucción de los mecanismos de transporte NA. Otro elemento más
que apoya la gran selectividad tóxica de la 6-OHDA es su capacidad
para producir un bloqueo especifico de los receptores neuronales a
adrenérgicos de la membrana neuronal (Haeusler, 1971).
El mecanismo de acción molecular de la 6-OHDA es bastante
complejo, aunque es subsiguiente a la facilidad de autoxidación de
este tóxico (Sachs y Jonsson, 1975). En el se ven involucrados, de
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forma simultánea, un gran número de reactivos y productos poten-
cialmente citotóxicos como quinonas, H202, 5,6-dihidroxiindol,
radicales superóxidos, radicales hidroxilo y oxígeno puro (Saner y
Thoenen, 1971; Blank y cols., 1972; Cohen y Heikkila, 1974>. Por un
lado, como afirman Heikkiia y Cohen (1975), serian los H202 y los
radicales formados, los responsables de la oxidación de grupos
sulfidrilo de enzimas celulares y peroxidación de lípidos de membra-
na, lo que causaría un daño celular irreversible. Por otro lado, las
p-quinonas y 0-quinonas formadas tras la oxidación de la 6-OHDA
formarían enlaces covalentes con grupos nucleófilos de macromo-
léculas neuronales que originaría una desnaturalización de moléculas
de vital importancia para la integridad de la neurona (Saner y
Thoenen, 1971). Además, se ha apuntado también el potente efecto
desacoplador de la fosforílación oxidativa por parte de la 6-OHDA
(Wagner y Trendelemburg, 1971) o la hipoxia celular debida al rápido
consumo de oxígeno en su autoxidación (Liang y cois., 1975). Sin
embargo, todos estos factores interaccionan entre si, impidiendo
saber con certeza cual de ellos es más importante en la degeneración
neuronal (Sachs y Jonsson, 1975).
La administración de 6-OHDA ha evidenciado ultrastructural-
mente una selectiva destrucción de los terminales nerviosos adre-
nérgicos periféricos (Tranzer y Thoenen, 1967, 1968), así como una
considerable reducción en la concentración de noradrenalina, compa-
rada con órganos testigo. Estos efectos han sido estudiados en cora-
zón, pancreas, bazo, mesenterio, vas deferens, glándulas salivales,
tejido adiposo, iris,...(Angeletti, 1971;. Thoenen, 1971; Jaim-
Etcheverry y Zieher, 1971, Eranko y Eránkó, 1972; Clark y cois.,
1972). Pero, mientras en animales adultos la acción neurotóxica se
centra específicamente en el terminal axóníco, permaneciendo intacto
el soma celular, lo que sugiere una posible regeneración subsiguiente
(Thoenen y Tranzer, 1963; Malmfors y Sachs, 1968; Tranzer y
Ihoenen, 1968, 1969), su administración a animales recien nacidos
da lugar a una destrucción neuronal total y duradera (Angeletti y Levi-
Montalcini, 1970b; Angeletti, 1971). Esta marcada diferencia de
efectos tóxicos llevó a Thoenen <1971) a acuñar los acertados
términos de “simpatectomia química reversible” en animales adultos y
“simpatectomía química irreversible” en neonatos tratados con 6-
OHDA.
Varios autores han tratado de explicar esta diferente sensibili-
dad al tóxico por parte de las neuronas catecolaminérgicas de anima-
les adultos y neonatos. Jaim-Etcheverry y Zieher (1971) proponen
que esta diferencia en la respuesta neuronal a la 6-OHDA pueda re-
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flejar una gran capacidad del soma celular para captar aminas exó-
genas en etapas tempranas del desarrollo, capacidad que parece
perderse en el curso del proceso de diferenciación. Este hecho es
interpretado por Eránkó y Er~nkó (1972) como un deficít en la madu-
ración de la membrana de la neurona de animales recien nacidos.
Bloom (1971) sugiere también la influencia del escaso número de
células satélites que arropan estas neuronas adrenérgicas jóvenes, lo
que favorecería la acción directa del neurotóxico.
Entre los factores que pueden influir en la diferente sensibilidad
a la 6-OHDA dentro de la misma célula nerviosa cabe mencionar,
además de la dosis administrada, la longitud del axón, el aporte
sanguíneo, la presencia de barreras anatómicas para la difusión y/o
diferencias en la afinidad y transporte del tóxico por la bomba de
membrana (Malmfors y Sachs, 1968; Thoenen y Tranzer, 1968; Clark
y cols., 1972). Así, lo más sensible al neurotóxico sería el terminal
nervioso, mientras que el soma celular sería la parte menos afectada
(Malmfors y Sachs, 1968; Jonsson y Sachs, 1970).
Los signos degenerativos inducidos por la 6-OHDA son muy
similares a los producidos por axotomía quirúrgica, aunque mucho
más rápidos (Hólkfelt y cols., 1972), debido a la acción directa de la
6-OHDA sobre el terminal nervioso. Tomlinson y Bennett (1979)
apuntan como la droga interfiere el transporte intraaxonal por un
cambio en la orientación de sus microtúbulos. Los primeros cambios
degenerativos ultrastructurales, como dilatación axonal o rotura de
membranas, aparecen en el terminal nervioso alrededor de 1 hora
tras la administración intravenosa de la toxina y entre 2 y 4 horas
desaparecen las inclusiones axónicas, se observan mitocondrias
necróticas y aparecen restos axonales electrodensos entre las células
de Schwann (Furness y cols., 1970; Hókfelt y cols., 1972). La
posterior regeneración de las fibras nerviosas es más rápida tras una
baja dosis de 6-OHDA (Jonsson y Sachs, 1972). No obstante, tanto
los efectos destructivos de este neurotóxico como la regeneración
axonal subsiguiente varían según el órgano o la especie animal a
estudiar (Tranzer y Thoenen, 1968; Thoenen y Tranzer, 1968; Bennet
y cols., 1970; De Champlain, 1971). En este sentido, Jaim-Etcheverry
y Zieher (1971) afirman que los órganos periféricos más afectados
por la 6-OHDA son los inervados por los GCSs, aunque no llegan a
estudiar la deplección de norepinefrina en la glándula pineal.
Angelettí y Levi-Montalcini (1970b) y Angelettí (1971) estudian
minuciosamente los efectos de la administración neonatal de 6-OHDA
sobre los GCSs en ratón y rata. A los tres días de iniciado el trata-
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miento, la mayor parte de los neuroblastos del ganglio simpático pre-
sentan cambios degenerativos como vacuolización citoplasmática,
retracción mitocondrial, alteraciones en la estructura de la cromatina,
ruptura de la membrana celular y, finalmente, lisis completa. Estos
cambios tienen lugar durante los cinco días de tratamiento, afectan-
dose en días sucesivos todas las neuronas ganglionares. A las tres
semanas de edad los ganglios están reducidos a pequeños nódulos
escleróticos en los que no se observan células nerviosas. Unicamente
se visualizan tabiques conjuntivos y células gliales. Este aspecto del
GCS persiste a los diez meses del nacimiento. En ambos trabajos se
concluye afirmando que la administración neonatal de 6-OHDA da lu-
gar a una simpatectomía total, selectiva y permanente. A parecidas
conclusiones llegan posteriormente Eranko y Erankó (1972) en rata y
Papka (1973) en conejo. Eránkó y Eránko observan, no obstante,
como las células SIF del GCS no son afectadas y aducen que posi-
blemente se trate de neuronas más diferenciadas.
Según toda la información acumulada, es posible afirmar que el
empleo de 6-OHDA permite obtener la mejor denervación CA especí-
fica con el menor daño no especifico posible, respecto a cualquier
otra técnica (Jonsson, 1980).
DSP-4
El DSP-4 (N-(2-cioroetil)-N-etil-2-bromobencilamína) es una
monoamina neurotóxíca identificada por Ross y cols. (1973), con
unas propiedades alquilantes muy intensas. Esta j3-cloroalquílamina
posee una elevadisima especificidad en la degeneración de neuronas
NA, careciendo de efectos sobre neuronas adrenérgicas, dopami-
nérgicas o serotoninérgicas (Jonsson y cois., 1981). Sin embargo,
estos autores confirman un pequeño efecto neurotóxico sobre neuro-
nas serotononérgicas, efecto más pronunciado cuanto más tempra-
namente se adminístra la substancia.
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El mecanismo de acción del DSP-4 es todavía poco conocido.
Por un lado, compite por los receptores a-adrenérgicos de la superfi-
cie externa de la membrana de los terminales nerviosos NA (Ross,
1976; Jaim-Etcheverry y Zieher, 1980). Por otro lado, y una vez den-
tro del términal axónico, actua según la formula del “todo o nada”
(Fritschy y Grzanna, 1989), produciendo él mismo (y/o sus derivados
cíclicos aziridínicos) una reacción de alquilación que induce una des-
naturalización y cambios en las propiedades de las proteínas y/o lí-
pidos neuronales, lo cual da lugar a una degeneración axonal de la
neurona NA (Ross, 1976; Jonsson y cols., 1981).
Los efectos tóxicos del DSP-4, al igual que con la administra-
ción de 6-OHDA a animales adultos, se limitan al terminal axónico,
sin que en ningún momento se afecten los somas neuronales
(Jonsson y cols., 1981), lo que explicaría la posterior regeneración
axonal. De esta forma, el daño neuronal sería mayor cuando el axón
presente una longitud mayor (Fritschy y Grzanna, 1989).
El DSP-4, al contrario que la 6-OHDA, es capaz de atravesar la
barrera hematoencefálica tras su inyección intraperitoneal (Ross,
1976), con lo que se ha incrementado su uso como instrumento es-
pecifico de denervación NA en el SNC.
Los efectos tóxicos del DSP-4 varian considerablemente según
la región cerebral que se estudie (Jonsson y cols., 1981; Fritschy y
Grzanna, 1989), aunque parecen ser la corteza cerebral y la médula
espinal las regiones en las que se produce una mayor y permanente
reducción de NA (Halíman y Jonsson, 1980; Jaim-Etcheverry y
Zieher, 1980; Jonsson y cois., 1981). Recientemente se ha
constatado como el DSP-4 destruye, selectivamente, axones
terminales noradrenérgicos procedentes de neuronas del locus
coeruleus (Fristschy y Grzanna, 1989), núcleo de vital importancia
para la inervación del SNC.
A pesar de que los efectos del DSP-4 sobre las neuronas sim-
páticas NA son similares a los producidos en las centrales (Jaim-Et-
cheverry y Zíeher, 1981), estos son mucho menos duraderos. Así,
mientras a nivel central se produce una cierta recuperación de la iner-
vación NA a los 6 meses de la administración del DSP-4 (Jonsson y
cols., 1981), a nivel periférico (corazón) se constata una recuperación
total entre las 2 y las 4 semanas (Ross, 1976). No obstante, parecen
existir diferencias respecto a la sensibilidad al DSP-4 en función de la
especie (Jonsson y cols., 1981) y del órgano periférico a denervar. En
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este sentido, Santer (1985) demuestra, en rata, como, tras la adminis-
tración intraperítoneal de DSP-4, la recuperación del componente
nervioso NA en el iris es total a los 35 días, mientras que el plexo de
Auerbach del yeyuno todavía no se ha recuperado a los 118 días.
El DSP-4 también atraviesa la barrera placentaria (Halíman y
Jonsson, 1980). Su administración a ratas preñadas altera sustan-
cialmente el desarrollo de neuronas NA centrales en las crías, calcu-
landose en el cortex y médula de éstas una reducción del 60 - 80%
de la NA endógena (Haliman y Jonsson, 1980). Los efectos centrales
del tóxico en las crías son similares a los obtenidos tras su inyección
neonatal (Jaim-Etcheverry y Zieher, 1980; Jonsson y cols., 1981),
aunque, según Jonsson y cols. (1981), parecen ser permanentes.
Estos autores sugieren la idea de una diferente sensibilidad de las
neuronas noradrenérgicas al DSP-4 en distintas etapas del desarro-
lío, aunque aducen la necesidad de posteriores estudios para diluci-
dar el tema. Por el contrario, no existen datos, hasta este momento,
sobre los efectos del DSP-4 en neuronas NA simpáticas de crías pro-
cedentes de hembras gestantes tratadas con este neurotóxico.
JUSTIFICACION
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La glándula pineal es un órgano neuroendocrino, históricamente
considerado como una estructura de caracter aberrante y cuyas fun-
ciones continuan hoy día lejos de poder dílucidarse plenamente. Sin
embargo, está totalmente contrastada su participación en el control de
los ritmos cronobiológicos (circadianos, estruales, estacionales) y
adecuación corporal a los cambios luminicos, así como en la regula-
ción de las variaciones de la temperatura corporal, en el oscureci-
miento nocturno de la piel (vertebrados inferiores) o en el control del
tamaño de los órganos sexuales, de la función tiroidea y del sueño.
Nos encontramos pues ante una estación intermedia entre el ambien-
te exterior y el propio organismo, estación que recibe una información
luminica por vía nerviosa y ejerce una respuesta de carácter hormo-
nal.
El eje básico por el que la glándula pineal se relaciona con el
exterior es la vía retino-hipotálamo-epifisaría, propuesta por Moore
(1978). Esta vía parte de fibras amielinicas de la capa ganglionar de
la retina que, tras sínaptar en distintos núcleos hípotalámicos, arriban
al ganglio cervical superior (GCS), para llegar finalmente (merced al
nervio conarii) a¡ órgano pineal. Así pues, la mayor parte de las fibras
nerviosas que inervan la glándula pineal son fibras de carácter sim-
pático procedentes del GCS.
La integridad del componente nervioso pineal es un hecho de
vital importancia para el mantenimiento de una normal estructura mor-
fofuncional (Karasek, 1983), de forma que cuando se modifica expe-
rimentalmente la cantidad y/o la calidad de esta inervación, tienen lu-
gar profundos cambios bioquímicos, fisiológicos e incluso morfológi-
cos dentro del órgano conario. Dado que el principal componente
nervioso pineal procede de los GCSs, la mayor parte de los trabajos
que estudian las alteraciones pineales en casos de denervación han
tratado de interrumpir esta aferencia nerviosa. Para esto, se han utili-
zado básicamente dos procedimientos quirúrgicos: remoción del GCS
(o sección de las fibras postganglionares) y decentralización del GCS
(mediante la sección de fibras preganglionares). Los efectos, tanto
bioquímicos como morfológicos, de ambas técnicas sobre la glándula
pineal son similares cualitativamente (huron Trueman y Herbert,
1970; conejo: Romijn, 1975a; ratón; Kacha e Ito, 1977) aunque Calvo y
cols. (1990a) encuentran, en rata, diferencias cuantitativas en una
serie de parámetros mensurados.
Todos los datos obtenidos al efectuar una simpatectomía qui-
rúrgica apuntan hacia una reducción de los ritmos bioquímicos pinea-
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les y un descenso metabólico epifisario. De esta forma, se ha demos-
trado una reducción en el ritmo de actividad de la serotonina pineal
(Pellegrino de lraldi y cols., 1963), así como de la actividad de las
principales enzimas glandulares: hidroxi-indol-O-metil-transferasa
(HIOMT) (Wurtman y cols., 1964; Moore y Rapport, 1971; Nagle y
cols., 1973) y N-acetil-transferasa (NAT) (Klein y cols., 1971; Deguchi
y Axelrod, 1972b; Luchell¡-Fortis y cols., 1982).
En este mismo sentido, los estudios morfológicos sobre los
efectos pineales de la gangliectomía cervical superior confirman una
atrofia e hipofunción de los pinealocitos, la principal célula funcional
del órgano pineal (conejo: Romijn, 1975a; gerbo: Welsh y cols., 1979;
hamster: Lin y cols., 1975; Karasek y cols., 1982; rata: Karasek y
cols., 1983; Peschke y cols., 1989; Calvo y cols., 1990a). Entre las
distintas observaciones efectuadas por Calvo y cols. (1990a), cabe
mencionar: una disminución de la superficie glandular ocupada por
células parenquimatosas, una reducción del área citoplasmática
nuclear y nucleolar del pinealocito o el descenso, tanto en número
como en tamaño, de las gotas lipídicas pineales. Con respecto al
segundo tipo celular parenquimatoso de la glándula, estos autores
relatan un aumento de la población celular pineoglial tras la de-
nervación.
Todos estos datos (tanto bioquímicos como morfológicos) su-
gieren que la denervación quirúrgica da lugar a una hipofunción del
principal tipo celular pineal y, consecuentemente, una disminución en
la actividad secretora y funcional de la glándula (Karasek y cols.,
1982, 1983; Calvo y cols., 1990a).
Los efectos de la simpatectomía quirúrgica, comentados pre-
viamente, se han estudiado en animales adultos, dada la dificultad de
efectuar este tipo de intervenciones en animales neonatos o en las
primeras etapas del desarrollo. Este hecho ha impedido conocer el
papel de la inervación en la evolución y diferenciación de la glándula
pineal, hasta que recientemente se han publicado una serie de traba-
jos en los que se transplantan pineales neonatales a distintas locali-
zaciones anatómicas de animales adultos isogénicos (Nonaka y cols.,
1990; McNulty y cols., 1991; Li y Welsh, 1991a, 1991b). En todos se
concluye que la diferenciación de las pinealocitos no se ve afectada
por la ausencia de inervación símpatica.
Nonaka y cols (1990) transplantan pineales de rata neonatal a
la corteza frontal y a la cisura ínterhemísférica de ratas adultas. Mien-
tras el transplante interhemisférico se reinerva por fibras catecolamí-
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nérgicas periféricas, en las pineales transplantadas a corteza cerebral
no se detecta inervación alguna. En ambos casos, utilizando técnicas
inmunohistoquimicas con anticuerpos antiserotonina, las células posi-
tivas de las glándulas transplantadas (pinealocitos) muestran una
reacción y una morfología similar a los pinealocitos de pineales con-
trol de la misma edad. Los mismos resultados obtienen McNulty y
cois. (1991) empleando la misma técnica inmunohistoquimica y
transplantado pineales de rata neonatal al hemisferio cerebral de ra-
tas entre uno y cinco meses.
Por su parte, Li y Welsh (1991a, 1991b) transplantan pineales
neonatales de hamster al receso infundibular o a la parte posterior del
lii ventrículo. Para determinar la posibilidad de reinervación realizan
un estudio inmunohistoquimico para tirosína-hídroxilasa y neuropép-
tido Y, observando como, tras cuatro semanas de la intervención qui-
rúrgica, una gran cantidad de fibras inmunopositivas rodea la glándula
transplantada, sin que ninguna penetre en su interior. El órgano pineal
aparece bien desarrollado, de forma que la inmunorreacción para el
antígeno 5 por parte de los pínealocitos es similar a la de las glándu-
las in situ. Sin embargo, cuando estudian la expresión inmunohisto-
quimica de las celulas gflales frente a la GEAP, observan, a partir de
los 60 días, una auténtica hiperpíasia de este tipo celular, a los que
califican como astrocitos reactivos.
En estos estudios de transplante quirúrgico pineal se han em-
pleado técnicas histológicas específicas para el marcaje de los pinea-
locitos, pero muy poco utíles para analizar detalles morfológicos de
las propias células o del desarrollo glandular global, pues tiñen la ma-
yor parte del componente celular del órgano. Sería preciso realizar
estudios ultrastructurales y emplear técnicas histológicas convencio-
nales para poder apreciar más nítidamente las posibles modificacio-
nes que el modelo experimental induce en la maduración postnatal
pineal. Además, existen otros factores que podrían modificar la res-
puesta evolutiva del transplante, como son la propia injuria traumática
de la técnica quirúrgica o la presencia de un tejido adyacente receptor
plenamente desarrollado.
La símpatectomia química es la tercera posibilidad de efectuar
una denervación pineal. Sin embargo, son muy escasos los trabajos
morfológicos que abordan los efectos de una denervación química,
trabajos realizados, en su mayor parte, en animales adultos, de forma
que los resultados obtenidos son prácticamente similares a los obte-
nidos tras una simpatectomía quirúrgica, tanto a nivel ultrastructural
(hamster: Sheridan y Keppel, 1971, conejo Romijn, 1975a, 1976;
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rata: Schon y cols., 1985; Alíen y cols., 1986), como a nivel
bioquímico (rata: Lynch y cols., 1973, 1977; Shivers y cols., 1979;
Reuss y Oxenkrug, 1989). No existe, por otro lado, ninguna
publicación que estudie las modificaciones histológicas pineales tras
la administración prenatal de un neurotóxico.
La administración de agentes neurotóxicos por vía sistémica a
animales neonatales se contempla como la única alternativa válida
para poder estudiar, in situ, el desarrollo postnatal (DPN) de la glán-
dula pineal en condiciones experimentales de ausencia de inervación.
Nuestro modelo experimental trata, pues, de solventar todas las
objecciones achacables a los métodos comentados anteriormente:
1.- Se practica una denervación pre o neonatal, con lo que evi-
tamos desde el primer momento una aferencia nerviosa sim-
pática al órgano pineal.
2.- No se emplean técnicas quirúrgicas agresivas que modifi-
quen en cualquier medida el desarrollo posterior de la glán-
dula.
3.- Se utilizan substancias químicas (6-OHDA y DSP-4) selecti-
vamente neurotóxicas y carentes de efectos sobre el resto de
elementos histológicos que integran la glándula.
4.- Se estudia el desarrollo glandular in situ.
El objetivo de la presente Tesis Doctoral es, pues, el estudio
del desarrollo postnatal (DPN) de la glándula pineal de rata albina
tras denervación pre y perinatal. Para ello, hemos administrado una
serie de substancias potencial y específicamente neurotóxicas tanto a
ratas gestantes (DSP-4) como a crias recien nacidas (6-OHDA). Gra-
cias a estos agentes de denervación química se ha podido estudiar la
evolución de unos órganos pineales que en ningun momento del de-
sarrollo han contado con una inervación simpática.
MATERIAL Y
METODOS
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ANIMALES
En el presente estudio se ha utilizado la rata albina (Rattus
albinus Wistar) como modelo experimental. Los animales,
procedentes de cepas criadas en nuestro propio animalario, fueron
mantenidos en condiciones normales de laboratorio: comida (pienso
Sanders®) y agua ad Iibitum y un ciclo luminico 14L:1OD (14 horas de
luz natural o artificial bajo lámparas de 60 - 100 W y 10 horas de
oscuridad).
En total, se emplearon 168 animales de ambos sexos y edades
comprendidas entre 1 día y 4 meses, edad esta última en que la rata
es considerada plenamente adulta al tener ya totalmente establecida
una capacidad reproductora.
Los animales se dividieron en 3 grupos experimentales, de 56
roedores cada uno, para su posterior estudio:
o Grupo testigo.
o Grupo destinado a la denervación química neonatal con 6-OHDA.
o Grupo integrado por animales procedentes de hembras gestantes
tratadas con DSP-4.
Dentro de cada grupo experimental se emplearon cuatro
animales por cada intervalo de edad estudiado, de forma que la mitad
de las pineales obtenidas se dedicaron a técnicas histológicas
habituales de microscopia óptica y [a otra mitad a procedimientos
nmunoh i stoqu i micos.
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PAUTA DE ADMINISTRACION
DE NEUROTOXICOS
En cada camada, las crías recién nacidas fueron divididas en
dos grupos experimentales para su posterior tratamiento; grupo
testigo y grupo destinado a la denervación con 6-OHDA.
La simpatectomia química por 6-OHDA se efectuó mediante la
inyección diaria de la droga a las crías durante los primeros 5 días
postnatales. La 6-OHDA (6-hydroxydopamine hydrochloride, Fluka,
Suiza) se inyectó subcutáneamente a una dosis de 50 mg ¡ Kg de
peso corporal, disuelta en suero salino fisiológico con 0,5 mg de
ácido ascórbico’ por ml de disolvente (Angeletti, 1971). El volumen
total de vehículo administrado fue de 0,05 ml por animal y día,
mediante una aguja del calibre 32.
Por su parte, los animales del grupo testigo recibieron igual
cantidad de disolvente durante los mismos días.
Los animales del tercer grupo experimental fueron obtenidos de
ratas gestantes tratadas con DSP-4. El DSP-4 (N-(2-chloroethyl)-N-
ethyl-2-bromobenzylamine hydrochloride, Eluka, Suiza) se inyectó
intraperitonealmente a las hembras en el día 15 de gestación. La
dosis administrada fue de 25 mg ¡ Kg de peso corporal2, disuelta en
agua destilada y en una inyección única preparada inmediatamente
antes de su utilización. La cantidad total de liquido inyectado a cada
animal fue de 0,2 ml.
1 El ácido ascórbico aumenta la potencia neurotóxica de la 6-OHDA (I-leikkiia y Cohen,
1972), pues es un agente reductor que prolonga y mantiene intacta la droga en el
compartimento extraneuronal.
2 Jonsson y cols. (1981) advierten que dosis superiores a 25 mg 1 Kg no son bien
toleradas por los embriones, dando lugar a una elevada mortandad entre las crias.
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TECNICA QUIRURGICA
DE EXTRACCION
El periodo de toma de muestras se prolongó por espacio de un
año y todas ellas fueron obtenidas entre las 18 y las 20 horas.
inmediatamente antes del sacrificio de los animales se
prepararon los líquidos fijadores. Previa anestesia etérea en campana
de gases tas ratas fueron decapitadas con una guillotina mecánica y
sus pineales rápidamente extraídas.
El método de extracción de la glándula pineal fue el siguiente;
primero se efectuó la apertura de la calota craneal en sentido
posteroanterior mediante un corte bilateral. Posteriormente, y con
sumo cuidado, se procedió a la sección de las meninges que unen la
glándula pineal con la cara interna de la bóveda craneana, con una
tijera de punta curva. Tras la retirada ósea se aplicó liquido fijador
con una jeringuilla en la región parapíneal. Luego se cortó un bloque
histológico con el órgano pineal y el tejido encefálico adyacente, que
fue sumergido, hasta su tallado, en el líquido fijador correspondiente.
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TECNICA HISTOLOGICA
El procedimiento histológico, así como el líquido fijador
empleado, fue distinto en función de la técnica a realizar. Las
pineales destinadas al estudio convencional de MIO (dos por cada
intervalo de edad) se fijaron; una en liquido de Bouin-Hollande para la
tinción con hematoxilina-eosina y el método argéntico de Gordon y
Sweet para fibras reticulares y otra en glutaraldehído 2% -
paraformaldehído 2% para la práctica del método argéntico-
amoniacal de Klein y cols. (1981a) sobre cortes semifinos.
Por su parte, las muestras destinadas a las técnicas
inmunohistoquimicas se fijaron en liquido de Bouín para la
inmunolocalización de la proteína ácida gliofibrilar (GFAP) y la
proteína S-100 y en methacarn (variante del líquido de Carnoy) para
la demostración de vimentina (VIM).
1. TECNiCAS CONVENCIONALES
DE MICROSCOPIA OPTICA
A. PRIMER GRUPO.
Un total de 42 glándulas pineales fueron fijadas por inmersión
en LIQUIDO DE BOUIN-HOLLANDE3, procediéndose del siguiente
modo:
1. Fijación durante 48 h. a temperatura ambiente.
2. Lavado en agua corriente durante un mínimo de 12 h.
3. Deshidratación progresiva en alcoholes de grado creciente y
aclaramiento en xiloles.
- Alcohol 700 durante varias horas
3 LiQUIDO DE BOUiN-HOLLANDE
__________________________________ 1000 cc
100
259
Acido picrico a saturación en agua destilada
__ 1~Formol uro formaldehído al 35 - 40%)Acetato de cobre neutro
En el momento del uso se añade un 3% de ácido acético glacial.
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- Alcohol 960: 3 x 15 mm.
- Alcohol 1000: 3 x 15 mm.
- Alcohol - xílol:5 mm.
-Xilol: 3x5min.
4. Inclusión en parafina líquida (Histoset®) a 540 C durante una
noche.
Los bloques histológicos, previamente orientados, fueron
cortados en serie en un microtomo rotatorio Leitz®, tipo Minot, a un
grosor de 7 pm y montados secuencialmente sobre portaobjetos.
Sobre estos cortes se realizaron las siguientes técnicas:
a) Hematoxilina-eosína
b) Técnica argéntica para
Sweet).
fibras reticulares (método de Gordon
Descripción de las
técnicas
HEMATOXILINA-EOSINA
Reactivos
Hematoxilina de Carazzi4
o Eosina al 1,25%
Técnica
1. Desparafinación e hidratación.
2. Tinción con hematoxilína de Carazzi: 10- 15 mm.
3. Lavado en agua corriente: 30 mm.
4 HEMATOXILiNA DE CARAZZi
Hematoxilina en polvo 0 5 g
lodato potásico 0,1
Sulfato aluminico-potásico (alumbre) 25 g
Giicerina 100 cc
Agua destilada 400 cc
Primero se homogeneiza la hematoxilina en polvo con el mazo y sucesivamente se añade
el lodato potásico y el alumbre. Después se adiciona la glicerina gota a gota y finaimente,
y de forma pausada, el agua hasta que el conjunto adquiere una coloración azulada.
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4. Tinción con eosina al 1,25%: 3 mm.
5. Deshidratación en alcoholes progresivos, carboxilol y xilol.
6. Montaje en Eukitt® (Kindler, Friburgo, RFA).
METODO DE GORDON Y SWEET
Reactivos
• Mezcla oxidación5
• Oxido de plata amoniacal6
• Acido oxálico al 1%
• Alumbre férrico al 2,5%
• Formol al 10%
• Cloruro de oro 1/500
• Hiposulfito sódíco al 5%
Técnica
1. Desparafinación e hidratación.
2. Mezcla oxidación: 8 - 10 mm.
3. Lavado rápido en agua destilada.
4. Blanqueado con ácido oxálico: 3 - 5 mm.
5. Lavado en agua corriente y luego en agua destilada.
6. Alumbre férrico: 15 mm.
7. Lavado en agua destilada.
8. Oxido de plata amoniacal. 30 mm.
9. Lavado en agua destilada
10. Reducción con formol 5 mín
~ MEZCLA oxiDAcioN
Permanganato potásico al 1% 50 cc
Acido sulfúrico al 100/o 1,5 cc
A us destilada 48,5 oc
6 OXiDO DE PLATA AMONIACAL
Nitrato de lata al 10% 10 oc
Hidróxido sádico (3 lentejas en 25 CC) ¡ 10 cc
Amoniaco
A ua destilada hasta 100 oc
Al nitrato de plata se le añade amoniaco gota a gota hasta disolver el precipitado.
Después se le adiciona el hidróxido sádico y nuevamente se le añade amoniaco gota a
gota hasta casi disolver el precipitado. Por último, se añade el agua y se ultra.
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11. Lavado en agua corriente y luego en agua destilada.
12. Cloruro de oro: 10-15 mm.
13. Lavado en agua destilada.
14. Hiposulfito sádico: 5 mm.
15. Lavado y deshidratación en alcoholes crecientes.
16. Montaje en Eukitt®.
B. SEGUNDO GRUPO
Otras 42 pineales se fuaron por inmersión en glutaraldehído 2%
- paraformaldehído 2%~ en buffer fosfato 0.1M8, pH 7,4, preparadoinmediatamente antes de su utilización. El procedimiento histológico
fue el siguiente:
1. Fijación durante un tiempo máximo de 24 ha 40 C.
2. Lavado en buffer fosfato 0.1M, pH 7,4 durante 12-24 ha 40 C.
3. Postfijación en tetraóxido de osmio al 1% en buffer fosfato 0.1M
durante 60-9omin.
7 GLUTARALDEHIDO 2% - PARAFORMALDEHiDO 2%
Glutaraldehido al 25% 8 ce
¡ Paraformaldehido al 10% 1 20 ce
Buffer fosfato 0.2M 50 cc
A ua destilada 22 cc
Preparación del paraformaldehido al 10%.
Se añade el paraformaldehído comercial en polvo a agua destilada a 80~ c. Después
se adiciona hidróxido sádico 1 N gota a gota, agitando bien hasta disolver el polvo. Una
vez enfriada la solución, se filtra, pudiendo conservarse en frigorífico durante varios días.
8 BUFFER FOSFATO O.2M, pH 7,4
- Solución A (ácida)
• Fosfato monosódico (NaH
2PC4•H20, pm 137,99) al 2,76% en agua destilada.
- Solución O (básica):
• Fosfato disódico (Na2PO4~7H2O, pm 268) al 5,36% en agua destilada.
• Fosfato disódico (Na2PO4~12H2O, pm 358,16) al 7,16% en agua destilada.
Se pueden utilizar indistintamente cualquiera de las dos soluciones.
El buffer fosfato 0.2M se obtiene al mezclar ambas soluciones A y 6 en proporción 16/84.
El buffer fosfato 0.1M se obtiene mezclando al 50% el buffer 0.2M con agua destilada.
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4. Dos lavados en buffer fosfato 0.1M, pH 7,4.
5. Deshidratación en acetonas de concentración creciente.
6. Infiltración del tejido en una mezcla de 3 partes de acetona una
parte de Vestopal W durante 12 h.
7. Inclusión en Vestopal W en cápsulas de gelatina durante 24 h a
temperatura ambiente.
8. Polimerización durante 2 - 2,5 días en estufa a 600 C.
Sobre estas piezas se practicaron cortes semifinos de 0,5 ~.Jm
de grosor en un ultramicrotomo modelo LKB, y se tiñeron con el
método de impregnación argéntico-amoniacal de KLEIN y cols.
(1981a), especialmente diseñado para la visualización de lípidos.
Reactivos
• Nitrato de plata amoniacal9
Técnica
Los cortes se sumergieron en el nitrato de plata durante 60 - 90
a temperatura ambiente.
Lavado en agua destilada y luego en agua corriente.
Deshidratación en alcoholes progresivos.
Montaje en Eukitt®.
1.
mm
2.
3.
4.
9 NiTRATO DE PLATA AMONIACAL
[Nitrato de plata al 2% 1 5 cc
Amoniaco
A ua destilada c.s. . 50 cc
La preparación es similar a la efectuada para la
de plata solo se precipita una vez con amoniaco.
demostración de reticulina, pero el nitrato
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2. TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
BASES INMUNOHISTOQUIMICAS
DE LOS METODOS UTILIZADOS
a> Método peroxidasa anti-peroxidasa (PAP)
El método PAP fue desarrollado por Sternberger y cois. en
1970 y se basa en la utilización como tercer reactivo de la tinción del
complejo peroxidasa anti-peroxidasa, complejo constituido por tres
moléculas de peroxidasa de rábano unidas antigénicamente a dos
moléculas de anticuerpo lgG anti-peroxidasa.
El complejo PAR y el anticuerpo primario deben pertenecer a la
misma especie, mientras que el anticuerpo puente deriva de una
segunda y está dírigído contra la especie de la que provienen el
anticuerpo primario y el complejo PAR. El anticuerpo puente sirve de
aglutinante del armazón trilaminar generado.
El revelado de la peroxidasa del complejo PAP permite la
visualización del complejo, siendo la característica más notable de
esta técnica la ampliación de la reacción. Al menos dos moléculas de
anticuerpo puente se unen a cada fragmento Fc del anticuerpo
primario. Cada brazo libre del anticuerpo secundario permite unirse a
un fragmento Fc (extremo carbonoterminal de las cadenas pesadas)
del anticuerpo antí-peroxidasa del complejo PAR. Por fin, cada
complejo PAR posee, al menos, tres moléculas de peroxidasa. De
este modo, la sensibilidad del método supera en 100 a 1000 veces la
de los procedimientos conjugados.
b) Método indirecto de peroxidasa
Este método sandwich es un procedimiento conjugado,
modificado del método directo. Básicamente, la técnica consiste en
aplicar un anticuerpo primario frente al antígeno específico en el
tejido. El exceso de reactivo se aya tras la incubación. Después se
aplica el anticuerpo marcado, dirigido contra la especie de la que se
obtuvo el anticuerpo primario.
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A. PRIMER GRUPO.
La mitad de las glándulas pineales destinadas al estudio
inmunohistoquimico se fijaron por inmersión en METHACARN1O para
el posterior análisis de la expresión de vimentina (ViM). El
procedimiento seguido fue:
1. Fijación durante 6 - 12 h a 40 C.
2. Deshidratación y aclaramiento: - Alcohol 1000:
- Xilol - Alcohol:
- Xilol:
3. Inclusión en parafina líquida (Histoset®): 3- 12 h
3 x 15 mm.
5 mm.
3 x 5 mm.
a 540 C.
Sobre estas piezas se practicaron cortes seriados de 7 pm con
un microtomo Leitz®, tipo Minot, montándose únicamente 1 o 2 cortes
por portaobjetos.
Los portaobjetos se bañaron previamente en CHROMAGEL11
(solución de gelatina alumbre-crómica) que se secó a 370 C durante
una noche, para evitar el despegamiento de los cortes durante los
distintos pasos de la técnica inmunohistoquímica.
Descripción de la técnica
Se empleó el método indirecto de peroxidasa para la
inmunolocalización de vimentina por anticuerpo monoclonal,
modificación de la técnica descrita por Taytor (1986).
10 METHAcARN
Alcohol metilico 50%
cloroformo 30%
Acido acético acial 10%
11 CHROMAGEL
Solución A Gelatina molida
Agua destilada
4,5 g
1000 cc
Solución 8 Alumbre crómico al 4% 38,5 cc
Dibutil ftalato 1 cc
La solución A se calienta a 7Q0 c y se deja enfriar a 3Q0 c. Posteriormente se añade la
solución B y se mezclan con agitador magnético. Una vez enfriada se puede añadir timol
o ácida sádica al 0,1% para evitar el crecimiento de microorganismos.
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1. Desparafinación: tres pases de 5 mm por xiloles y otros tres de 5
mm por alcoholes absolutos.
2. inhibición de la actividad peroxidasa y pseudoperoxídasa
endógena por inmersión en alcohol metílico con un 3% de peróxido
de hidrógeno puro (110 vol) durante 15 mm.
3. Lavado en buffer fosfato salino12 (PBS), pH 7,4, 0.01 M: tres pases
de 5 mm.
4. Bloqueo de los lugares inespecíficos de unión de los anticuerpos,
mediante incubación en suero no inmune de cerdo (NSS> a 1:30 en
PBS, durante 15 mm.
5. Decantación del NSS sobrante e incubación en el anticuerpo
primario (anticuerpo monoclonal de ratón anti-vimentina humana,
Dakopatts®, Dinamarca), diluido a 1:50 en NSS durante 30 - 45
mm a temperatura ambiente y en cámara húmeda.
6. Lavado en PBS: tres pases de 5 mm.
7. Incubación en el anticuerpo secundario (anticuerpo de conejo antí-
ratón marcado con peroxidasa, Dakopatts®, Dinamarca), diluido en
PBS a 1:50 durante 45 - 60 mm en cámara húmeda a temperatura
ambiente.
8. Lavado en PBS: tres pases de 5 mm.
9. Revelado de la peroxidasa con una solución reciente de 3-3’-
diaminobencidina (DAB) (S¡gma®, St.Louis, Mo), en presencia de
peróxido de hidrógeno’3. Esta solución se deposita sobre el
portaobjetos a través de un filtro millipore de 0,45 pm de diámetro
de poro (Millex-Ha, Millipore®, Francia) durante 2 - 8 mm y bajo
control visual. La reacción da lugar a un precipitado marrón sobre
los puntos específicos de uníón del anticuerpo primario.
10. Lavado en agua destilada: varios pases.
11. Contraste nuclear leve con hematoxilina de Carazzi: 20 - 30 seg.
12. Lavado en agua corriente, deshidratación y montaje en Eukitt®.
12 BUFFER FOSFATO SALINO (PBS) pH 1,4
cloruro sádico Nací m 58,44) 7,75
1,50 g 1
0,20
1000 cc
Fosfato potásico monobásico anhidro (K
2HP04 pm 174,18) 1
Fosfato otásico dibásico anhidro K0PO m 136,09>
ua bidestilada
DAB comercial (sigma) ¡ 2,5 cc ¡
5ccP85
HO alO,3% 15 1
13 OAB
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B. SEGUNDO GRUPO
El resto de las pineales dedicadas al estudio
inmunohistoquimico se fijaron por inmersión en LIQUIDO DE
BOUIN’4 para la inmunodetección de la proteína glial fibrilar ácida(GFAP) y la proteína S-100. Se procedió de la siguiente forma:
1. Fijación durante 12-24 ha 40 C.
2. Lavado en agua durante un mínimo de 12 h.
3. Deshidratación en alcoholes progresivos y aclaramiento en xilol.
- Alcohol 960: 3 x 30 mm.
- Alcohol 1000: 3 x 10 mm.
- Alcohol - xilol: 2 mm.
-Xilol: Sx2mín.
4. Inclusión en parafína líquida (Hístoset®) a 540 C durante 3- 12 h.
Al igual que en la técnica anterior, las piezas se cortaron a 7
pm y se montaron en portaobjetos previamente bañados en
CHROMAGEL.
Descripción de la técnica
.
En este caso se utilizó la técnica de la peroxídasa anti-
peroxidasa (PAP) (Taylor, 1986) para anticuerpos primarios
policlonales.
1. Desparafinación: tres pases de 5 mm en xiloles y otros tres de 5
mm en alcoholes absolutos.
2. inhibición de la actividad peroxidasa y pseudoperoxidasa
endógena. Se procedió igual que en la técnica anterior.
3. Lavado en PBS: tres pases de 5 mm.
4. Bloqueo de los lugares inespecíficos de unión. El procedimiento
fue similar al de la técnica anterior.
5. Decantación del NSS sobrante e incubación durante 16 - 18 h (en
cámara húmeda y a temperatura ambiente) en el anticuerpo
primario: anticuerpo policlonal de conejo anti-GFAP o anti-S-100
14 LIQUIDO DE BOUIN
Acido picrico a saturación en agua 1 75%
Formol uro tormaldehido al 35- 40% 25%
Acido acético acial 3%
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bovina (Dakopatts®, Dinamarca) diluido respectivamente a 1:3000
1:400 en NSS.
6. Lavado en PBS: tres pases de 5 mm.
7. Incubación durante 30 - 60 mm en el anticuerpo puente anticuerpo
policional de cerdo anti-conejo, Dakopatts®, Dinamarca) diluido
1:100 en PBS (en cámara húmeda y a temperatura ambiente).
8. Lavado en PBS: tres pases de 5 mm.
9. Incubación en el PAP de conejo (Dakopatts®, Dinamarca) durante
45-60 mm a temperatura ambiente, diluido 1:100 en PBS.
10. Lavado en PBS: tres pases deS mm.
11. Revelado de la peroxidasa mediante DAB. Se procedió de igual
forma que en la técnica anterior.
12. Lavado en agua destilada: varios pases.
13. Contraste nuclear leve con hematoxitina de Carazzi: 20 - 30 seg.
14. Lavado en agua corriente, deshidratación y montaje en Eukitt®.
Durante todo el procedimiento inmunohistoquimico se
efectuaron controles tanto positivos como negativos, a fin de
garantizar la especificidad de la reacción y en ningún caso se
obtuvieron resultados contradictorios.
CONTROLES POSITIVOS: Se utilizaron cortes de tejidos con
positividad conocida a cada uno de los distintos antigenos
estudiados,
CONTROLES NEGATIVOS: Se utilizaron los mismos cortes que en
el caso estudiado y controles positivos, pero sustituyendo la
incubación del anticuerpo primario por NSS.
RESULTADOS 1
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La administración de los dos tipos de neurotóxicos ha puesto
de manifiesto acusadas diferencias tanto en las tasas de mortalidad
de las crías como en los indices de natalidad por camada.
El número medio de crías paridas por madres no sometidas a
ningún tipo de tratamiento fue de 13, mientras que las ratas gestantes
a las que se les administró DSP-4 parieron una media de 9 crías en
cada camada, lo que aventura la posibilidad de contar con una
mortalidad prenatal de alrededor del 30% inducida por este agente
químico.
La mortalidad postnatal con respecto al número total de crías
de cada grupo experimental también muestra ostensibles diferencias,
siendo del 2.3% en el grupo testigo, del 540/o en el grupo DSP-4 y del
12.7% en el grupo 6-OHDA. En este último grupo la mayor parte de
las muertes tuvieron lugar durante la primera semana de vida, coin-
cidiendo con el periodo de administración del tóxico.
En ningún momento del estudio se observaron aparentes dife-
rencias en los hábitos de comportamiento de los animales tratados,
no apreciándose variaciones en su actividad locomotriz, ni ningún in-
cremento de la irritabilidad ni tendencia a la agresión como se ha
descrito tras la inyección intraventricular de 6-OHDA a ratas adultas.
Unicamente se constató una ligera ptosis parpebral en los animales
del grupo 6-OHDA persistente durante todo el periodo de vida estu-
diado y un menor peso corporal de los dos grupos sometidos a de-
nervación sin alcanzar nunca diferencias significativas.
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1-3 DIAS
Tras la aplícacíon de las técnicas de anilinas habituales para
microscopia óptica, el parénquima pineal de ratas de un día de edad
es intensamente basófilo, como consecuencia de la enorme densidad
nuclear presente en la glándula.
Las pineales de los animales tratados con los neurotóxicos
presentan un aspecto muy similar a las glándulas de los animales
control, aunque la distribución intraglandular de cordones y nidos de
células densas es discretamente más irregular, situándose homogé-
neamente por todo el órgano (Fig. 1).
La mayor diferencia en el estudio comparativo entre los grupos
experimentales tiene lugar en el recuento de mitosis por corte sagital,
que siempre es notoriamente superior en animales tratados. Las
mitosis son muy abundantes en estos primeros días del desarrollo,
obteniéndose una media, en los animales testigo, de 15 mitosis por
corte sagital en el primer día postnatal, para alcanzar en el día tercero
el pico máximo en su número por corte sagital (29), lo que da idea de
la gran proliferación celular. Sin embargo, en los animales sometidos
a denervación se obtuvo una media de 22 mitosis por corte en el pri-
mer día del desarrollo y 32 en el tercero. En estos dos grupos expe-
rimentales (6-OHDA y DSP-4) la distribución topográfica de las mi-
tosis es más acentuada en la mitad anterior de la glándula que en su
porción distal.
A esta edad se empiezan a observar también numerosas imá-
genes de células en degeneración.
INMUNOHISTOQUIMICA
ViM
Las imágenes de inmunopositividad a la VIM son muy llamati-
vas en estas primeras etapas del desarrollo. Las pineales de los gru-
pos experimentales 6-OHDA y DSP-4 presentan una tinción para VIM
muy similar a la del grupo testigo, donde la distribución paren-
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quimatosa de la inmunotinción adquiere un aspecto cordonal que re-
cuerda la disposición de las células inmaduras teñidas con técnicas
para anilinas, y que se debe en su mayor parte a la intensa tinción de
los grandes vasos y los tabiques conjuntivos (Figs. 2 y 3).
A partir del segundo día de vida se observa un acusado incre-
mento de la inmunotinción por toda la glándula, pero especialmente
en sus regiones anterior y superior, variación topográfica que se
mantendrá durante la mayor parte del desarrollo glandular. Así
mismo, también se visualizan nidos de 5 a 7 células positivas inde-
pendientes de los tabiques conjuntivos, que se van incrementando en
número conforme madura la glándula.
GFAP y S-100
La expresión de GFAP y proteína S-100 es nula en estos pri-
meros estadios. No obstante, destaca la intensa inmunotinción de la
glía radial del tejido cerebral adyacente, fenómeno que sirve de con-
trol intrínseco de la inmunorreaccion.
5-7 DíAS
Las pineales de los grupos denervados presentan, al termino
de esta segunda semana de vida, un aspecto mucho más compacto
que las del grupo testigo (Figs. 4 y 5). La presencia de cordones de
células inmaduras es, por el contrario, más llamativa y se distribuyen
homogéneamente por todo el órgano, siendo frecuente observar
también su disposición en amplios nidos de células densas, sobre
todo en la vecindad de los escasos espacios conjuntivos. La mayor
parte del componente celular pineal de los animales testigo evidencia
a partir de aqui una progresiva hipertrofia, aunque es patente un gran
polimorfismo nuclear tras la aplicación de técnicas argénticas sobre
cortes semifinos, de forma que en el día 7 del desarrollo postnatal es
posible ya calificar algunas células parenquimatosas como pínealoci-
tos, merced a su típica morfología nuclear.
Por el contrario, las células pineales de los animales tratados
son más pequeñas y aún no se ha iniciado una hipertrofia celular
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acusada. Se trata de órganos más inmaduros, con un mayor indice de
mitosis (10 por corte sagital a ¡os siete días frente a las 6 del grupo
control) (F¡gs. 6 y 7).
En esta fase del desarrollo es muy llamativa la presencia de
células degeneradas repartidas por todo el órgano, cuyo número se
incrementa aún más durante la segunda semana de vida. En este
estadio aparecen de forma aislada y presentan un núcleo pequeño y
picnótico con gruesos grumos de cromat¡na en su interior. También
es constatable un número ligeramente mayor de picnosis nucleares
en las glándulas de ¡os animales sometidos a denervación (Fig. 7).
INMUNOHISTOQUIMICA
VIM
En esta fase empiezan a constatarse las primeras diferencias
inmunohistoquimicas entre los órganos pineales de los animales
control (Fig. 8> y los denervados (F¡gs. 9 y 10>. Las glándulas del
grupo 6-OHDA apenas exhiben el patrón cordonal de tinción para VIM
propio de estas edades. Es muy frecuente la visuahzación por todo el
parénquima pineal de nidos o agrupamientos de varias células VIM
positivas. Sin embargo, es mucho más evidente que en el grupo
testigo la presencia de células independientes positivas a este
antígeno y con un tamaño nuclear mediaho-grande (Fig. 11>. Estas
células emiten varias prolongaciones muy delgadas y de cierta longi-
tud, que se disponen entre el resto de las células parenquimatosas y
que están relativamente separadas de los tabiques conjuntivos (Fig.
11).
Con respecto al grupo DSP-4, se aprecia un patrón tintorial in-
termedio entre los otros dos grupos experimentales (Fig. 12). Es muy
llamativa la diferente localización topográfica de las estructuras posi-
tivas, de forma que los nidos de células inmunorreactivas de carácter
más inmaduro se disponen en el segmento distal del órgano y las
células aisladas, de cuyo soma parten algunas prolongaciones posi-
tivas, se sitúan preferencialmente en la región anterior de la glándula
(F¡g. 10).
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GFAP y 5-100
La inmunorreacción para GFAP sigue siendo nula, mientras
que para la proteína 8-100 se insinúan algunos grupos celulares dis-
persos por el parénquima pineal que esbozan un tenue halo positivo a
su alrededor,
En el grupo DSP-4 empiezan a aparecer a partir del día 5 algu-
nas células positivas a la 8-100 en la mitad proximal de la glándula.
Son células siempre aisladas, de núcleo redondeado y con una deli-
cada tinción perinuclear (Fig. 13).
10-15 DIAS
En los anímales sometidos a denervación es patente aun, du-
rante esta segunda semana postnata¡, ¡a persistencia de cordones de
células inmaduras que se sitúan de una forma especial en el tercio
distal de la glándula (F¡g. 14), presencia que en las pineales de los
animales testigo es prácticamente nula. En el resto del órgano es
muy abundante su disposición en nidos y acúmulos (F¡g. 15).
Las mitosis (8 por corte en estos grupos experimentales en
oposición a las 2 del grupo testigo a los diez dias de edad) siguen
siendo mucho más abundantes (F¡gs. 16y 17).
Por su parte, en esta segunda semana de vida es donde se
contabilizan mayor número de células degeneradas por corte sagital,
llegando a alcanzarse una media de 20 a la edad de diez días en los
animales control y hasta superar las 40 en los otros dos grupos ex-
perimentales (Figs. 16y 17). A los 15 días es muy frecuente apreciar
imágenes de degeneración celular a nivel subcapsular y en la vecin-
dad de los espacios conjuntivos. También suelen observarse acúmu-
los de 5-6 células picnóticas en el interior del órgano.
No es posible, por el contrario, hablar en estos grupos experi-
mentales de plena diferenciación celular durante la segunda semana
del desarrollo, fenómeno que se completa prácticamente en pineales
normales. En los cortes semifinos pueden distinguirse por sus carac-
teristicas nucleares algunas células gliales a partir de los 10 días.
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Este tipo celular, de núcleo más pequeño y más denso, tiende a si-
tuarse próximo a vasos y tabiques conjuntivos (Fig. 18). Durante este
intervalo de edad comienza a visualizarse la presencia de gotas lipí-
dicas de tamaño muy pequeño (F¡g. 19).
Las técnicas para reticulina ponen de manifiesto un mayor de-
sarrollo de los tabiques y espacios conjuntivos, que presentan un me-
nor diámetro que en el grupo testigo y se disponen más abundante-
mente en la zona periférica del órgano.
INMUNOHISTOQUIMICA
VIM
En el grupo 6-OHDA, el proceso de independización celular es
enormemente más acusado que en el grupo testigo (Figs. 20 y 21).
No se aprecia ya ningún cordón y muy pocos nidos de células inmu-
norreactivas. Casi todas las células positivas se sitúan en el parén-
quima independientemente de los tabiques conjuntivos. Se trata de
células de mayor tamaño que las positivas del grupo control, muchas
de ellas de núcleos redondeados y cromatina más laxa (Figs. 21 y
22). Presentan una morfología bipolar o estrellada, emitiendo prolon-
gaciones gruesas y largas con engrosamientos a lo largo de su longi-
tud. Esta proliferación celular es muy marcada desde el día 15
postnatal, advirtiéndose por toda la glándúla una densa red de pro-
longaciones positivas que se bifurcan en todas direcciones para en-
globar grupos de células parenquimatosas. El número de prolonga-
ciones seccionadas transversalmente es también muy elevado. El
marcaje del endotelio de los vasos y de los tabiques conjuntivos
sigue siendo muy intenso (F¡g. 22).
El grupo DSP-4 continua manteniendo una polarización topo-
gráfica de estructuras VIM positivas (Fig. 23). En la mitad proximal
del órgano el aspecto de la tinción es similar a el del grupo 6-OHDA
(Figs. 22 y 24), donde existe una frondosa malla de prolongaciones y
células positivas de tamaño grande o mediano totalmente individuali-
zadas (Fig. 25). No obstante, en el tercio distal de la glándula, y al
igual que en el grupo testigo, se siguen observando nidos de 5-8 célu-
las poligonales positivas más pequeñas que el resto de células in-
munomarcadas para VIM y algunas células aisladas de aspecto me-
nos desarrollado (Figs. 26 y 27).
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Fuera de la pineal, destaca la inmunopositividad de las paredes
de los grandes vasos que rodean a la glándula (Fig. 20), la cubierta
meníngea y el epéndimo periventricular.
GFAP
Al contrario que en las glándulas testigo, donde únicamente se
observan algunas prolongaciones teñidas en la zona del tallo pineal
(que bien podrían corresponder a los astrocitos presentes en él), en
los grupos experimentales DSP-4 y 6-OHDA es posible encontrar un
número reducido de células inmunorreactivas a la GFAP desde el día
10 postnatal. Se trata de 1 a 3 células por corte sagital, de mediano
tamaño y siempre localizadas en el parénquima glandular próximo al
tallo pineal. Presentan una intensa tinción perinuclear y escasas
prolongaciones de diámetro grueso y corta longitud. Entre las células
pineales adyacentes pueden observarse ya numerosas prolongacio-
nes de distintos calibres seccionadas en todas direcciones (Figs. 28 y
29).
s-100
La inmunotinción para la proteína S-100 evidencia algunas dife-
rencias entre los dos grupos experimentales sometidos a denervación
en esta segunda semana de vida. En el grupo 6-OHDA se observa
una clara polarización topográfica de las células inmunorreactivas en
las zonas más proximales del órgano (Fig. 30). Aquí, las células posi-
tivas se disponen en grupos peritrabeculares de 1-3 células que
exhiben una difusa tinción perinuclear. En el resto del cuerpo pineal
también se pueden apreciar células aisladas pero con una tinción mu-
cho más pálida (F¡g. 31).
Por su parte, en el grupo DSP-4, las células teñidas para 5-100
siempre aparecen aisladas y por todo el espesor de la glándula (Fig.
32). Su número es considerablemente mayor que en el caso del
grupo 6-OHDA (F¡gs. 31 y 33) y la tinción más intensa. A partir del día
15 se observan también algunos conos de inicio de prolongaciones
de grueso calibre (F¡g. 34).
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20-30 DIAS
El parénquima de las pineales tratadas con los neurotóxicos
continua manteniendo un retraso en el patrón evolutivo de
maduración glandular, que en pineales control muestra un aspecto
similar al del órgano adulto (Fig. 35). El aspecto general de las
glándulas de animales tratados es mucho más celular y compacto,
con un menor desarrollo del estroma. A los 20 días persisten los
nidos de células densas y algunos cordones en porciones distales,
que ya no se observan a los 30 días. La citoarquitectura glandular es
más anárquica y no se aprecian las estructuras rosetoides que
comienzan a visualizarse en los órganos control durante esta
segunda quincena (Figs. 36 y 37).
En el recuento mitótico se obtuvo una media de 4 mitosis por
corte sagital, frente a alguna esporádica observada en el grupo con-
trol. El número de células degeneradas fue similar al grupo testigo (3-
4 por corle sagital a los treinta días) (F¡g. 37).
Con respecto a la diferenciación celular es posible encontrar de
forma ocasional algunas células de difícil catalogación en alguno de
los dos tipos parenquimatosos. Por su parte, los tipos celulares del
grupo testigo están ya totalmente diferenciados, pudiéndose hablar
pues de pinealocítos y células gliales en función de su distinta modo-
logia nuclear. Los pinealocitos muestran un núcleo redondeado y
grande, de cromatina laxa y un marcado nucleolo, generalmente ex-
céntrico. Por su parte, las células glíales, mucho más escasas, pre-
sentan un núcleo más pequeño, ovalado, de cromatina homogénea y
más densa al MIO. La morfología de los núcleos de las células gliales
de los grupos denervación difiere de la de los testigos. Se trata de
núcleos más redondeados y de mayor tamaño, que en muchos casos
iguala al de los pínealocitos (F¡gs. 38, 39 y 40>.
La cantidad de gotas lipidicas puestas de manifiesto con el
método de impregnación argéntica de Klein y cols. sobre cortes se-
mifinos, es en conjunto bastante menor, aunque su calibre es mayor
que en los grupos control. En el caso de pineales de 30 días del
grupo DSP-4, la presencia de material lipidico se asemeja más a el
grupo testigo, con gotas de mediano y pequeño tamaño (Figs. 38, 39
y 40).
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El método de Gordon y Sweet evidencia una presencia ligera-
mente mayor de tabiques conjuntivos, más gruesos y desarrollados
en las zonas subcapsulares (F¡gs. 41 y 42).
INMUNOHISTOQUIMICA
ViM
En este estadio continua el proceso de independización de las
células VIM positivas con respecto a los tabiques conjuntivos.
Las pineales del grupo 6-OHDA ponen de manifiesto a estas
edades el inicio de una hipertrofia e hiperpíasia del segundo tipo celu-
lar pineal. La inmunorreacción a la VIM es muy intensa por toda la
glándula, apareciendo siempre células positivas aisladas y nunca
formando agrupaciones, como en los órganos de los animales testigo
(Figs. 43 y 44). Las células teñidas muestran distintos tamaños,
observándose un número elevado de ellas de carácter muy hipertró-
fico. De ¡os somas parten un elevado número de prolongaciones, ge-
neralmente de grueso calibre, que se bifurcan en todas las direccio-
nes englobando “en cesta” pequeños grupos de pinealocitos y dan
lugar a una imagen glandular de carácter reticular (Fig. 45).
El aspecto del órgano pineal del grupo DSP-4 es bastante simi-
lar (Fig. 46). Destacan células positivas aisladas de mediano o gran
tamaño, con núcleos redondeados de mayor tamaño que en el grupo
control y una morfología estrellada. En los cortes se aprecian
prolongaciones inmunorreactívas de todos los tamaños, muchas de
ellas seccionadas transversalmente (Figs. 47 y 48). Llama la atención
la intensa tinción para la VIM del nervío conarlí en su trayecto intra-
glandular, merced a la positividad de sus células de Schwann (F¡g.
47).
En el tejido cerebral adyacente no se aprecian estructuras
positivas, salvo los ependimocitos períventriculares y la gua marginal,
que cada vez se tiñe menos (F¡g. 43).
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GFAP
El aspecto del inmunomarcaje para GFAP difiere poco en este
intervalo de edad entre las pineales de los grupos testigo y denervado
(F¡gs. 49 y 50). En esta fase se pueden observar células inmunoteñí-
das para GFAP, siempre en número muy escaso (1 a 8) y en las pro-
ximidades del tallo pineal. Estas células presentan un tamaño
bastante más grande que el de las células V¡M positivas de la misma
edad. De núcleo ovoideo, su soma es estrellado y emiten un número
variable de prolongaciones muy largas, de mayor calibre y aspecto
más tosco que las VIM positivas. Estas prolongaciones también se
disponen tratando de abrazar nidos de pineatocitos (Fig. 50). A nivel
del tallo pineal, la densidad de la inmunotinción es mayor y se
aprecian haces de prolongaciones paralelas a su eje. En todo el
tercio proximal del cuerpo pineal se pueden observar gran cantidad
de formaciones puntíformes inmunopositivas que corresponden a
prolongaciones seccionadas transversalmente.
Cabe mencionar un número discretamente mayor de prolonga-
ciones en los grupos denervados, que en algunas ocasiones terminan
ensanchándose en las paredes de los vasos a modo de pies chupa-
dores,
En oposición, la corteza cerebral muestra numerosas células
intensamente teñidas, de aspecto claramente astrocitario (Fig. 49).
5-loo
En el caso de los animales tratados también se pone de mani-
fiesto una marcada hiperpíasia del componente celular reactivo a la
proteína S-100. Aunque presentes por todo el órgano, el mayor núme-
ro de células S-100 positivas se sitúa en la región proxímal del cuerpo
pineal, especialmente en su cara superior (Fig. 51). Las células de
esta región son de gran tamaño, con muchas más prolongaciones que
en los animales testigo y mejor definidas por la tinción (F¡gs. 52 y 53).
Las prolongaciones inmunorreactivas, con constantes bifurcaciones,
forman en la proximidad del tallo una tupida red que delimita grupos
de 3-4 pinealocitos (F¡g. 54). En algunas ocasiones se disponen en
trayectos sinuosos paralelos a ¡a cápsula glandular próxima al tallo.
Además, también se observan en este segmento glandular anterior
nidos de 4-5 células más pequeñas y sin aparentes prolongaciones
que se tiñen más débilmente para S-100.
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Conforme nos alejamos en dirección glandular posterior, y al
igual que en el grupo control, las células reactivas a S-100 exhiben
una tinción más débil y emiten bastante menos prolongaciones (Figs.
51 y 52).
Por fuera del parénquima pineal se observa inmunorreacción
frente a S-100 en el epéndimo periventricular, la glía limitante
cerebral y algunos astrocitos cerebrales y cerebelosos (Fig. 52).
45-60 DIAS
La glándula pineal presenta ya una morfología acastañada
similar a la del animal adulto. El aspecto general de la pineal
denervada con 6-OHDA es bastante desestructurado, sin poderse
apreciar ese patrón cordonal propio de estas edades. No obstante, ya
se pueden observar estructuras celulares que se disponen intentando
formar “pseudorrosetas”, la mayor parte de las veces incompletas y
que en algunos casos presentan pinealocitos o vasos en su interior
(F¡gs. 55y56).
Por otro lado, las células gliales son discretamente más hiper-
tróficas. Muchas de ellas muestran un núcleo redondeado, de tamaño
similar al de los pinealocítos. También se advierte un mayor número
de células de este segundo tipo pineal y una mayor independencia
con respecto a su habitual conexión con los espacios perivasculares
(Figs. 55y 56).
A los 45 días se puede apreciar alguna mitosis esporádica,
aunque a partir de aquí es muy difícil su visua>ización. También el nú-
mero de células en degeneración es menor con respecto a fases an-
teriores.
El estudio del componente lipidico, efectuado sobre cortes
semifinos, revela, en los animales control, un enorme incremento de
la presencia de gotas lipídicas que se distribuyen por todo el órgano y
cuyo diámetro varía considerablemente. Las gotas más voluminosas
superan en muchos casos el tamaño de los núcleos de los pinealocí-
tos. Las de mediano calibre suelen aparecer en grupos citoplasmáti-
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cos de morfología arracimada. El contenido en lípidos en los grupos
denervación es dramáticamente menor en comparación con las
pineales testigo, predominando las gotas de mayor calibre (F¡gs. 57 y
58).
Por su parte, fas glándulas de animales denervados prenatal-
mente con DSP-4 muestran en este segundo mes de vida un aspecto
mas parecido a las pineales normales que a las tratadas con 6-
OHDA, tanto en la presencia de estructuras rosetoides como en la
morfología de sus tipos parenquimatosos. No obstante, la región
próxima al tallo pineal es ligeramente más celular, mientras que en la
mitad glandular dístal está más desarrollado el estroma del órgano
(Figs. 59y60).
Las técnicas argénticas evidencian en este grupo una densa
trama de fibras de reticulina que parten de la cápsula glandular y se
reparten por todo el órgano, red quizá más densa que en animales
testigo (F¡gs. 61 y 62).
INMUNOHISTOQUlMICA
VIM
En esta etapa del desarrollo es donde la hipertrofia de las célul-
as gliales de las pineales denervadas alcañza el momento más álgido
del estudio. Se pueden observar células estrelladas de gran tamaño,
sobre todo en la zona próxima al tallo pineal (F¡g. 63), con unos nú-
cleos redondeados y con granulaciones puntiformes en su interior.
Las prolongaciones presentan, comparativamente, un tamaño mayor
que las del grupo testigo, con frecuentes bifurcaciones a corta dis-
tancia del soma (F¡g. 64 y 65). El número total de células inmunoposi-
tivas a la VIM también es considerablemente mayor en los órganos
de los grupos 6-OHDA y DSP-4, lo que evidencia una hiperpíasia de
este tipo celular (Figs. 63, 66 y 67).
GFAP
En los animales tratados de estas edades es donde se obtie-
nen las mayores diferencias en cuanto a la respuesta del componente
glial a la denervación química. Podemos hablar de una gliosis en la
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mitad anterior de la glándula pineal. La proliferación de células gliales
es tremenda (Figs. 68 y 69). Se trata de células de gran tamaño hi-
pertróficas, con núcleos de mayor volumen que en las pineales
control y generalmente excéntricos. De los somas, intensamente
teñidos, parten un considerable número de prolongaciones gruesas y
largas (Fig. 70). El aspecto bizarro de estas células recuerda mucho a
astrocitos reactivos del SNC. En esta mitad glandular anterior se ob-
serva nítidamente una tupida red de prolongaciones positivas que
rodean grupos de pinealocitos y terminan ensanchadas alrededor de
los vasos parenquimatosos, a modo de pies chupadores del SNC
(Fíg. 71).
En el resto del tejido cerebral presente en los cortes destaca la
intensa positividad del epitelio ependimario, astrocitos del
parénquima cerebral y cerebeloso, la glía limitante cerebral (Fig. 68) y
las células de Bergman de la capa plexiforme del cerebelo.
s-100
Con respecto a la expresión del patrón S-100 positivo, cada
vez se asemeja más, en el grupo control, a la tínción para GFAP. Las
células S-100 inmunorreactivas se van localizando en el segmento
glandular anterior y tallo pineal, advirtiéndose una autentica cubierta
subcapsular de células positivas en la cara superodorsal del órgano.
Son células estrelladas, con prolongaciones que se disponen alre-
dedor de nidos de pinealocitos y que se tiñen de forma bastante difu-
sa. En el resto del parénquima pineal se ven escasas células con una
tenue tinción perinuclear y unos esbozos de prolongaciones apenas
marcados.
Las pineales denervadas del segundo mes del desarrollo se
asemejan mucho a la fase anterior. Destaca la gran hipertrofia de al-
gunas células del tercio anterior de la glándula (F¡g. 72). Las prolon-
gaciones también son más abundantes y gruesas, dando lugar en nu-
merosas ocasiones a imágenes similares a pies chupadores en las
paredes de los vasos. La intensidad de la reacción sigue siendo ma-
yor en el grupo DSP-4 (Sg 73) En los dos grupos símpatectomíza-
dos existen, de igual forma, un mayor número de células positivas por
el resto del parénquima.
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90-120 DIAS (RATA ADULTA)
El aspecto de las pineales de los anímales tratados es aun no-
toriamente más inmaduro (F¡gs. 74, 75 y 76). El patrón histológico
cordonal y rosetoide propio de estas etapas no es manifiesto en los
casos de denervación. Sin embargo, pueden apreciarse algunas es-
tructuras pseudorrosetoides en el interior del parénquima pineal, mas
frecuentes en el grupo DSP-4 (Fig. 76). En el grupo 6-OHDA todavía
se observan grupos de 4-5 células picnóticas (F¡g. 75). En ambos ca-
sos es llamativa la presencia de un mayor número de células gliales,
muchas de las cuales muestran un aspecto hipertrófico, con un núcleo
más redondeado y de mayor tamaño. Las gotas lipidicas son bastante
menos numerosas, aunque continúan mostrando un diámetro me-
diano o grande (F¡gs. 77y 78).
Tras la aplicación de la técnica argéntica de Gordon y Sweet,
los órganos conarios de los animales tratados evidencian una densa
red de fibras de reticulina de distribución bastante homogénea. Por el
contrario, las glándulas de las ratas testigo presentan una menor tabi-
cación conjuntiva, pero de mayor diámetro y más patente en las pro-
ximidades de la cápsula glandular (F¡gs. 79 y 80).
INMUNOHISTOQUIMICA
ViM
La expresión para VIM en las pineales de los animales tratados
difiere poco de la fase anterior. Es muy llamativa la densa malla de
prolongaciones positivas por todo el parénquima pineal, prolongacio-
nes de todos los calibres y de recorrido bastante sinuoso.
Unicamente puede destacar un ligero incremento en la inmunorreac-
ción en las glándulas del grupo DSP-4 frente al 6-OHDA, tanto en el
número de células teñidas como de prolongaciones.
Fuera del cuerpo pineal sigue destacando la intensa positividad
de las células ependimarias y sus prolongaciones y las células de
Bergman del cerebelo.
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GFAP
En estas edades aún se aprecia nítidamente la hipertrofia e hi-
perpíasia astrocitaria en la mitad anterior del órgano conario. Mas que
grandes células inmunorreactivas, destaca la densa malla de prolon-
gaciones gliales positivas, de todos los tamaños, que se localizan en
los segmentos proximales del órgano, sobre todo en el caso de la
denervación con DSP-4 (Fig. 81). Algunas de estas prolongaciones
corren paralelas a la cápsula glandular en dirección al tallo y un
elevado número de ellas, cortadas transversalmente, dan lugar a un
intenso punteado positivo entre los pinealocitos. El aspecto general
de las células GFAP reactivas es similar a el de la fase anterior (Figs.
81 y 82).
s-100
La imagen de la tinción frente a la proteína S-100 en las
glándulas del grupo control se asemeja bastante a la descrita para
GFAP, aunque el número de células positivas es considerablemente
mayor y su tendencia a situarse adyacentes a los tabiques
conjuntivos también es mayor.
El órgano pineal de los otros dos grupos experimentales conti-
nua mostrando una mayor reactividad a la S-100. Siguen apareciendo
más células positivas por toda la glándu~a y un mayor número de
prolongaciones. Destaca el aspecto bizarro de algunas células de la
zona proximal del órgano (F¡g. 83).
DISCUSION[
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Los resultados del presente trabajo permiten afirmar que la
administración neonatal de 6-OHDA no produce cambios significat¡-
vos en el desarrollo corporal de la rata. Se constató, eso si, una per-
dida de peso en todas las fases de edad estudiadas, hecho que ya
habla sido apuntado por por varios autores (Taylor y cols., 1972;
Lakshmanan, 1978) y una ligera ptosis parpebral, mantenida durante
todo el periodo de tiempo analizado (Clark y cols., 1972).
En ningún momento se evidenciaron modificaciones en el com-
portamiento, la vitalidad o la actividad espontánea de los animales
tratados con 6-OHDA. El aumento de la agresividad (en ratas inyec-
tadas intracisternalmente con 6-OHDA en fase adulta), descrito por
Eichelman y cols. (1972), no se objetivó durante la realización de este
trabajo.
Lakshmanan (1978) relata una baja incidencia de mortalidad en
el desarrollo postnatal (DPN) de ratas tratadas al nacimiento con 6-
OHDA. En nuestro caso, la mortalidad global por este tipo de
tratamiento fue del 12.7%, significativamente mayor que en el grupo
testigo (2.3%).
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EFECTO DE LA DEN ERVACION QUíMICA
SOBRE EL DESARROLLO GENERAL
DE LA GLANDULA PINEAL
Y SUS TIPOS CELULARES
Los resultados de la presente Tesis Doctoral confirman que la
denervación química pre y perinatal induce un importante retraso en
el proceso de maduración global de la glándula pineal de rata.
Según Calvo y Boya (1983a, 1984a), la maduración postnatal
de la glándula pineal de rata se desarrolla en tres fases temporales
que se solapan entre si: proliferación, diferenciación e hipertrofia o
crecimiento. La proliferación es muy intensa durante los primeros tres
días y va descendiendo hasta los 15, donde ya es dificil visualizar
alguna mitosis. La diferenciación de los tipos celulares pineales
comienza, ultrastructuralmente, a los tres días (Calvo y Boya, 1983a)
(aunque con microscopia óptica esta diferenciación no se aprecia
hasta los 10), y persiste hasta los 20-25, en que todas las células
pueden incluirse en alguno de los dos tipos celulares
parequimatosos. Por fin, la hipertrofia celular, que se inicia mediada
la primera semana del desarrollo, se mantiene hasta finales del
segundo mes. A partir de aquí, la morfología de los pinealocitos es
similar a la de las células adultas.
El órgano pineal de los grupos denervados presenta, al final de
la primera semana del desarrollo postnatal, un aspecto más celular y
compacto que el de las glándulas del grupo control. La presencia de
estructuras que denotan un mayor grado de inmadurez (cordones y
acúmulos de células inmaduras pequeñas y muy densas, descritas
por Tapp y Blumfield (1970) y Calvo y Boya (1984a)) es mayor en es-
tos grupos experimentales y se mantienen durante bastante más
tiempo en el desarrollo postnatal. Mientras que las pineales testigo
carecen de estas estructuras al término de la segunda semana de
vida, en los grupos experimentales persisten hasta el final del primer
mes postnatal.
Por el contrario, la citoarquitectura de los órganos conarios
testigo adquiere desde la cuarta semana ORN un aspecto morfológico
similar al de las glándulas adultas: los pinealocitos se disponen en
cordones celulares, comienzan a visualizarse estructuras rosetoides y
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todo el órgano muestra una distribución de elementos muy ho-
mogénea. Una característica destacada de los pinealocitos durante
su proceso de maduración es la tendencia a formar pseudorrosetas
(Calvo y Boya, 1983a, 1984a). Estas estructuras, denominadas clasí-
camente pseudoalveolos (Tapp y Blumfield, 1970) o ‘circumiuminal
arrays’, según Wolfe (1965), están constituidas por pinealocitos pola-
rizados alrededor una cavidad central y unidos por dispositivos de
unión.
El aspecto general de las pineales denervadas no llega a
alcanzar, en ningun momento de nuestro estudio, las características
diferenciales de un órgano adulto. Se trata de glándulas sin una
estructura típica definida y cuyos elementos adoptan una disposición
anárquica. En todo momento se confirma la mayor densidad celular
de estos órganos. Ocas¡onalemnte, y a partir del día 60 ORN, pueden
visualizarse algunas estructuras “pseudorrosetoides’ de carácter
incompleto, aunque no es una situación muy frecuente.
Estos dos hechos (persistencia de elementos típicos de glándu-
las inmaduras y retraso o ausencia de estructuras propias de órganos
desarrollados y maduros) confirman la hipótesis de un retraso madu-
rativo glandular achacable a las técnicas de denervación.
Un reciente estudio morfométrico corrobora sustancialmente
esta idea. Boya y cols. (1992), utilizando la misma técnica de dener-
vación química neonatal que en este trabajo, contabilizan una pobla-
ción celular significativamente mayor en las glándulas pineales dener-
vadas con 6-OHDA durante los primeros cuatro meses del desarrollo
postnatal, diferencia que asciende a un 24,5% en el segundo mes de
vida para reducirse a un 8,8% en el cuarto mes. Estos hallazgos apo-
yan los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral y confir-
man como el proceso de maduración glandular se prolonga mucho
más en el tiempo cuando se interfiere el proceso de aferencia nervio-
sa.
Es peculiarmente llamativa la existencia de unas variaciones
madurativas zonales en los órganos denervados. En distintos perío-
dos del desarrollo se observa como, en la mitad distal de la glándula,
persisten elementos (nidos o cordones de células densas) propios de
estadios menos evolucionados. Por su parte la porción glandular pró-
xima al tallo pineal exhibe un patrón celular más compacto.
El recuento mitótico a lo largo de todo el periodo postnatal es-
tudiado pone de manifiesto dos hechos de vital importancia a la hora
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de valorar el desarrollo madurativo de los órganos simpatectomiza-
dos: un mayor número de mitosis en todos los intervalos de edad
analizados y una persistencia temporal también mayor en el caso de
animales tratados con ambos neurotóxicos.
Mientras, a partir de los 20 días ORN es muy dificil visualizar
alguna mitosis en pineales control, en el caso de órganos
procedentes de animales tratados, éstas se siguen observando hasta
los 45 días. Además, desde la segunda semana y hasta final del
primer mes postnatal, el número de mitosis en estos órganos es,
aproximadamente, un 75% superior al contabilizado en glándulas
control de la misma edad.
Llama la atención, en los primeros estadios de la maduración
glandular, la existencia de una variación topográfica en la distribución
de las mitosis. Asi, en las pineales denervadas, estas imágenes mitó-
ticas abundan más en la mitad proximal de órgano. Este hecho, junto
a las observaciones mencionadas previamente, apoyan la idea de
que la porción anterior de la glándula pineal está sometida a un
proceso de maduración más intenso y precoz que las regiones
dista les.
El proceso de diferenciación celular también se va a ver nota-
blemente afectado por la denervación química.
Aunque durante la primera semana de vida es patente un gran
polimorfismo celular en los órganos testigo, al termino de ésta <y gra-
cias a su estudio en cortes semifinos) ya pueden identiticarse algunos
pinealocitos merced a su tip¡ca morfología nuclear, de forma que al
comienzo de la 3a semana postnatal (tal y como lo han descrito Calvo
y Boya, 1984a) la diferenciación celular es total.
Es un hecho plenamente contrastado que la inervación simpá-
tica procedente de los GCSs induce la aparición (y posterior control)
de distintos ritmos funcionales de la glándula pineal, tanto en
animales adultos (Klein y cols., 1971; Reiter, 1981) como durante el
desarrollo (Ellison y cols., 1972; llínerová y Skopkova, 1976). En la
rata neonatal, el órgano p¡neal carece de inervación simpática
(Machado y cols., 1968; Wiklund, 1974; Calvo y Boya, 1983a), sus
células parenquimatosas aún no están diferenciadas (Karasek, 1974;
Quay, 1974; Steinberg y cols., 1981; Calvo y Boye, 1983a, 1984a) y
carecen del equipamiento enzimático que les permite realizar sus
funciones (Zweig y Snyder, 1968; klein y Línes, 1969). No será hasta
mediada la segunda semana del desarrollo cuando la inervación
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aminérgica alcanza un aspecto similar al de ¡a de la glándula adulta
(Hakanson y cols., 1967; Machado y cols., 1968). Es justo en este
momento cuando Calvo y Boya (1984a) describen, mediante
microscopia óptica, el comienzo de la diferenciación celular pineal y
cuando se establecen los ritmos de actividad de las principales
enzimas pineales (HIOMT: Klein y Lines, 1969; NAT: Ellison y cols.,
1972; llínerová, 1975; Yuwiler y cols., 1977), asi como de la síntesis
de melatonina (Klein y cols., 1981c).
Cabe pensar que, en ausencia de aferencia simpática, este
proceso de maduración y diferenciación celular sufrirá, cuando me-
nos, un considerable retraso, retraso confirmado en el presente
trabajo.
En los animales tratados, las células pineales muestran
aparentemente un menor tamaño y, lo que es mas importante, se
prolonga considerablemente todo el proceso de diferenciación
celular, de forma que a los 30 días aún persisten algunos elementos
celulares cuya catalogación es dificultosa.
Sin embargo, la teoría del retraso madurativo glandular y pro-
longación temporal de los fenómenos de diferenciación celular defen-
dida en esta Tesis Doctoral contrasta con las opiniones aportadas
recientemente por varios autores (Nonaka y cols., 1990; Li y Welsh,
1991a). Li y Welsh (1991a) estudian el desarrollo postnatal de la
glándula pineal de hamster transpíatada neonatalmente al receso
infundibular o a la parte posterior del III ventrículo cerebral de
hamsters adultos. Descartando previamente una reinervación del
transplante, afirman que el desarrollo de los pinealocitos (estudiado
inmunohistoquimicamente con anticuerpos frente al antígeno 5) es
independiente de la inervación simpática, pues a las cuatro semanas
de la intervención ya existe una intensa reacción y la morfología de
este tipo celular es similar al de las pineales intactas.
Similares resultados aportan Nonaka y cols. (1990) transplan-
tando pineales neonatales de rata a distintas partes del cerebro de
ratas isogénicas adultas (cisura interhemisférica y corteza frontal) y
analizando inmunohLstoquim~camente el desarrollo del transplante
con anticuerpos antiserotonina.
Sin embargo, la metodología desarrollada en estos trabajos
dificulta el análisis correcto de sus resultados. Por un lado, las pinea-
les no son transplantadas hasta los 3-5 días, con lo que la aferencia
nerviosa glandular, que marca el inicio de la diferenciación celular ya
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ha tenido lugar. Por otro lado, las técnicas inmunohistoquimícas em-
pleadas (antígeno S) tiñen la gran mayoria del componente celular
pineal (entre el 80 - 90% de las células pineales), impidiendo
observar nítidamente las características morfológicas individuales y el
desarrollo conjunto del patrón madurativo.
A partir del segundo mes de vida las características nucleares
de las células gliales de las pineales denervadas varían considerable-
mente respecto a las del grupo testigo. Estas células muestran un nú-
cleo de mayor tamaño (similar en un gran número de casos al núcleo
de los pinealocitos) y con una morfología redondeada, en contraste
con la imagen ovalada propia de este tipo celular. En este sentido,
Steinberg y cols. (1981) estudiando el desarrollo de células pineales
neonatales en cultivo (no inervadas) constatan que, en ausencia de
inervación, no se desarrollan pinealocitos II típicos.
Tal vez, la diferencia más aparente entre los grupos experimen-
tales testigo y denervado se pone de manifiesto cuando estudiamos
el componente lipidico en cortes semífinos utilizando el método de
impregnación argéntica de Klein y cols. (1981a).
Las primeras gotas lipídicas contenidas en el citoplasma de los
pinealocitos se observan al término de la segunda semana postnatal
y, tanto su número como su calibre, se van incrementando conforme
madura la glándula. Al final del primer mes del desarrollo se aprecian
nítidamente las primeras diferencias. Las pineales simpatectomiza-
das presentan un número de inclusionesconsiderablemente menor,
aunque el diámetro de las que persisten sea mayor que el de las
gotas de los animales control. Durante el segundo mes, la presencia
de lípidos es dramáticamente menor en las glándulas denervadas,
predominando las gotas de gran volumen. Por su parte, los órganos
testigo exhiben un componente lipídico muy abundante, con
inclusiones de todos los tamaños (desde gotas muy pequeñas unidas
entre sí y adoptando forma de racimos, hasta gotas cuyo diámetro
supera al del núcleo de los pínealocitos).
Sheridan y Keppel (1971), contrariamente a nuestras observa-
ciones, describen un aumento de gotas lipidicas en hamsters adultos
tratados con 6-OHDA.
Las gotas lipídicas, junto al retículo endoplásmico liso, han sido
propuestas como elementos indispensables en el proceso de secre-
ción de los pinealocitos (Collin, 1981), así como lugar de almacena-
miento de indolaminas (serotonina, melatonina) (Quay, 1974). Las
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variaciones en el número y tamaño de esos acúmulos de lípidos, re-
portadas en distintas condiciones experimentales (entre ellas la sim-
patectomía quirúrgica y química), realzan la hipótesis de su importan-
cia en los procesos de síntesis y¡’o secreción celular (Karasek, 1981;
Pevet, 1981), aunque, recientemente, estas variaciones de los lípidos
pineales, se asocian más a la actividad metabólica general del pinea-
locito que a su actividad secretora (Karasek y Reiter, 1992).
Calvo y cols. (1990a) describen como, tras efectuar una simpa-
tectomía quirúrgica en ratas adultas, se produce una drástica reduc-
ción del componente lipidico de la glándula pineal. Los resultados de
nuestro trabajo confirman estas observaciones y somos participes de
su opinión cuando afirman que la denervación pineal se acompaña de
una hipofunción de los pinealocitos. En este mismo sentido se pro-
nuncian Karasek y cols. (1976), quienes postulan una relación directa
entre la cantidad de lípidos y la actividad de la principal célula paren-
quimatosa, de forma que la disminución de las inclusiones lipidicas
supone una reducción de la actividad celular y viceversa.
El desarrollo de los tabiques conjuntivos también muestra dife-
rencias, aunque menos ostensibles. Durante la mayor parte de la
evolución postnatal de la glándula pineal, y aplicando técnicas
argéntícas para reticulina, se observa una densa red de fibras (cuya
frondosidad se incrementa con la edad> que, partiendo de la cápsula
glandular, se distribuyen por todo el órgano. En el caso de animales
tratados, esta malla de f¡bras suele ser mas densa y tupida, aunque el
grosor de los tabiques parezca ser menor..
Durante el primer mes de v¡da, la densidad del componente fi-
broso es mayor en a periferia glandular (en zonas subcapsulares).
Sin embargo, a partir de esta fecha, y con mas frecuencia en el caso
de la denervación, el tabicaje conjuntivo se reparte homogéneamente
por todo el interior de la glándula pineal.
La relación entre el estroma y el parénquima pineal de ratas
adultas simpatectomízadas ha sido estudiado recientemente en un
trabajo morfométrico ultrastructural por Calvo y cols. (1990a). A los
60 días de la intervención quirflrgíca la proporción parénqul-
ma/estroma es considerablemente menor en los órganos denervados.
Este hecho es interpretado por estos autores como una reducción del
volumen del componente parenquimatoso de la glándula adulta más
que como un incremento del estroma pineal. En nuestro caso, gracias
a la técnica histológica especifica utilizada, y aunque se trate
únicamente de apreciaciones cualitativas, si se ha constatado un
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mayor desarrollo de los espacios conjuntivos, que se asociarían
estrechamente a unos componentes parenquimatosos más
nmaduros.
Existen muy pocos datos experimentales que aportan luz sobre
el desarrollo postnatal de la glándula pineal in situ tras denervación
neonatal (Eránkó y Eránkó, 1971; llínerová, 1975; Farrar y Clarke,
1976; Reuss, 1989; Boya y cols., 1992), pero todos confirman sus-
tancialmente los resultados del presente trabajo.
Eránkó y Eránkó (1971) constantan definitivamente que la ad-
ministración de 6-QHDA a ratas recien nacidas origina una
deplección total de catecolaminas en pineales adultas. Los mismos
resultados obtienen Farrar y Clarke (1976) en ratas de agua. Estos
autores describen como los pinealocitos de los animales adultos
poseen un tamaño significativamente menor que en los animales
control, hecho que ya había sido reportado tras gangliectomía
cervical superior en rata (Karasek y cols, 1983; Pescke y cols., 1989;
Calvo y cols., 1990a) y en hamster (Lin y cols, 1975). Boya y cols.
(1992) describen, además, un mayor número de pinealocitos por
unidad de superficie y un mayor volumen pineal en ratas denervadas
quimicamente con 6-OHDA al nacimiento.
Por su parte, llínerová (1975) estudia las alteraciones en los
ritmos de NAT en los primeros meses del desarrollo utilizando este
mismo modelo experimental. La actividad de la NAT en la rata mues-
tra (al igual que en el resto de mamíferos) un ritmo circadíano, de
forma que por la noche sus valores son quince veces superiores a los
diurnos (Klein y Weller, 1970). Este aumento nocturno está mediado
por la liberación durante la noche de norepinefrina de las terminacio-
nes nerviosas pineales (Klein y Weller, 1970). De hecho, la aparición
de este ritmo coincide con la penetración intrapineal de fibras cateco-
laminérgicas. Tras la interrupción de la aferencia nerviosa con la ad-
ministración del neurotóxico, lllnerová (1975) constata como el ritmo
diurno de la NAT queda abolido en algunos casos y muy reducido en
otros, de forma que las cifras nocturnas de la enzima en ratas jovenes
son mínimas.
Todos estos datos bioquimicos y morfológicos confirman y
sustentan la teoría de que la denervación química neonatal origina un
importante retraso madurativo de la glándula y una marcada disminu-
ción de la actividad metabólica de su principal célula funcional; el pi-
nealocito.
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EFECTO DE LA DENERVACION QUIMICA
SOBRE LAS CELULAS GLIALES PINEALES
EN EL DESARROLLO POSTNATAL.
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
Los determinantes antigénicos más utilizados en el estudio de
células de estirpe glial y empleados en el presente trabajo son la pro-
teína glial fibrilar ácida (GFAP), la vimentina (VIM) y la proteína
S-100.
Tradicionalmente, el segundo tipo celular parenquimatoso pre-
sente en la glándula p¡neal ha suscitado vivas polémicas en cuanto a
su origen y función. Asi, ha sido denominado célula intersticial (Wolfe,
1965) o pinealocito tipo II (Pevet, 77) entre otros muchos calificativos.
Desde la introducción de las técnicas inmunohistoquimicas para
filamentos intermedios y su aplicación al estudio de la glándula pineal
(Moller y cols., 1978) se ha podido determinar finalmente, y de una
forma categórica, su naturaleza glial. Es por esto que, desde hace
una decada, la nomenclatura mas utilizada para designar a los dos
tipos celulares pineales (y que nosotros aceptamos plenamente) es la
de pinealocitos y células gliales.
La presencia de marcadores gliales en células de la glándula
pineal de los mamíferos ha sido descrita en varias especies. En la
Tabla ¡ adjunte se recopilan todos los trabajos inmunohistoquimicos
sobre marcadores gliales en la glándula pineal publicados hasta la fe-
cha.
La mayor parte de los trabajos inmunohistoquimicos que
estudian las células gliales pineales han abordado la descripción del
patrón tintorial y la morfología de los elementos reactivos en órganos
de distintas especies animales adultas (roedores sobre todo). La
evolución postnatal de la inmunorreacción ha recibido una escasísima
atención. Unicamente se ha reportado el desarrollo postnatal de la
inmunotinción frente a GFAP en hamster y gerbo (Li y Welsh, 1991a)
y una descripción bastante heterodoxa de la expresión de VIM y
GFAP en algunas etapas del desarrollo en el humano (Kasper y cois.,
1990). Más recientemente, se ha abordado el estudio en rata
(Borregón y cols., 1993) utilizando los tres determinantes antigénicos
empleados en esta Tesis Doctoral.
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TABLA 1
AUTORES MARCADORES ESPECIES
Mollerycols. (1978) GFAP
S-100
Rata
Lowenthal (1982) GFAP Humano
Pa asozomenos 1983 GFAP Humano
Huang y cols. (1984)
GFAP
VIM
S-100
Hamster
Schachner y cols. (1984>
GFAP
VIM
Antígeno Cl
Rata
Ratón
Zang y cols. (1985) GFAP
Rata
Humano
Oveja
Coba a
GFAP
Cozzi (1986) VIM
S-100
Caballo
Schroder y Malhotra (1987) Antígeno J1-31
Rata
Cobaya
Gerbo
Mm y cols. (1987) GFAP
S-100
Humano
Calvo y cois. (1988a)
GFAP
VIM
S-100
Rata
Yamamoto y cols. (1990) Spot-35 Rata
Kasper y cols. (1990) GFAP
VIM
Humano
Li y Welsh (1991a) GFAP Hamster
Gerbo
López-Muñoz y cols. (1992a> GFAP
VIM
Rata
López-Muñoz cols. (1992b GFAP Rata
Borregón y cols, (1993)
GFAP
VIM
5-100
Rata
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La denervación química realizada en el presente estudio da lu-
gar a ostensibles diferencias en el patrón evolutivo de las células
gliales de la pineal de rata con respecto al desarrollo postnatal de los
animales testigo. Así, se ha podido apreciar un claro adelanto en la
expresión inmunohistoquimica de todos los antígenos estudiados, una
hiperpíasia progresiva de este tipo celular y una hipertrofia bastante
acusada de un gran número de células gliales situadas en la región
proximal del órgano pineal.
La inmunorreacción para VIM de la glándula pineal de animales
tratados sufre una evolución durante el desarrollo postnatal similar a
la descrita recientemente por Borregón y cols.(1993) en pineales
normales de rata, aunque existen importantes diferencias que
procedemos a discutir.
En los primeros cinco días DPN la inmunotición en los grupos
experimentales testigo y denervado es bastante parecida. Los ele-
mentos positivos se disponen en delgados cordones distribuidos por
toda la glándula. A gran aumento se observa como las células reacti-
vas a la VIM están situadas adyacentes a los espacios de tejido con-
juntivo. La morfología y la distribución de las estructuras VIM positi-
vas durante la primera semana DPN se correlaciona con los cordones
celulares de pinealoblastos descritos previamente mediante micros-
copia óptica y electrónica por Calvo y Boya (1983a, 1984a).
Conforme madura la glándula, como muy bien describen Borre-
gón y cols. (1993), las células inmunopositivas van separandose de
esta estrecha unión con los tab¡ques conjuntivos hasta posicionarse
aisladas entre el resto de células parenquimatosas. En este proceso
de independización existe un paso intermedio en el que se disponen
formando nidos o acúmulos de 5 a 8 células poligonales positivas, sin
prolongaciones y próximas aún a los espacios conjuntivos. Este pa-
trón cordonal persiste en los animales control hasta los 20-25 dias.
En el caso de la denervación química, todo este proceso madu-
rativo tiene lugar en un intervalo de tiempo bastante mas reducido, de
forma que al final de la primera semana de vida ya se visualizan célu-
las independientes de los tabiques conjuntivos, con delgadas prolon-
gaciones positivas que se intercalan entre el resto de células
pineales. Así, mientras en las pineales testigo domina, durante la
segunda semana postnatal, una distribución intraglandular de la
tinción en forma de cordones y nidos celulares, en el caso de los
grupos denervados prácticamente sólo se observan, al final de la
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segunda semana, células positivas independientes. Se trata de
células de mediano tamaño y aspecto bipolar o estrellado, de cuyos
somas parten un gran número de prolongaciones de todos los
grosores, generalmente muy largas, que tienden a englobar “en
cesta” pinealocitos aislados o en grupo.
Llama la atención la existencia de variaciones topográficas in-
traglandulares (sobre todo en el caso del grupo DSP-4) en este pro-
ceso evolutivo, Se constató como, durante el primer mes ORN, en la
región proximal de la glándula pineal el grado de diferenciación de las
células VIM positivas se acentuaba mucho más, dominando las célu-
las individuales, ricas en prolongaciones. Por el contrario, en el tercio
dístal del órgano persistía durante más t¡empo la disposición celular
en nidos positivos, constituidos por células más pequeñas, redon-
deadas y carentes de prolongaciones inmunoteñidas.
Durante el segundo mes postnatal destaca el gran incremento
de células positivas distribuidas homogéneamente por toda la glándu-
la, con cierto predominio en el tercio anterior del órgano. Se trata de
células de gran tamaño, algunas de ellas de aspecto claramente
hipertrófico. El número de prolongaciones inmunorreactivas es
también considerablemente mayor y da lugar a una imagen
intraglandular en forma de malla, de forma que, entre estos gruesos y
tortuosos procesos celulares, se disponen pequeños grupos de
pinealocitos. Este aspecto de la reacción a la VIM se mantendrá
hasta el final de periodo de vida estudiado.
En el caso de los animales control continuan visualizandose, en
este segundo mes de vida, acúmulos celulares inmunopositivos y cé-
lulas reactivas en estrecha relación con los tabiques conjuntivos y
áreas perivasculares. Generalmente, las células teñidas presentan un
menor tamaño y emiten un menor número de prolongaciones, más
cortas y delgadas. Hasta los 60 días no se puede hablar, en este
caso, de independencia celular total.
En nuestro material de estudio no se encontró positividad a la
GFAP durante la primera semana de vida. En el caso de la inmuno-
reacción a la GFAP se evídenció, al igual que en el marcaje con VIM,
un adelanto temporal del patrón mnmunohistoquimico. Mientras en los
grupos control la primera expresión intraglandular GFAP positiva se
observa hacia el día 20 DPN (lo que corrobora las observaciones de
Borregón y cols., 1993), en los grupos sometidos a denervación es
posible visualizar las primeras estructuras reactivas en el día 10 post-
natal. En el caso del hamster y el gerbo los primeros elementos posi-
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tivos a la GFAP se aprecian a los 6 y 10 días respectivamente (Li y
Welsh, 1991 a).
En las preparaciones de 10 días correspondientes a los grupos
tratados se pueden observar un pequeño número de células positivas
(1-3 por corte sagital) situadas en el tercio glandular anterior y de ta-
maño parecido al del resto de células parenquimatosas. Estas células
inmunopositivas presentan un aspecto estrellado y emiten un escaso
número de prolongaciones de corta longitud.
Esta particular tendencia topográfica en la expresión antigénica
a la GFAP persistirá durante todo el desarrollo postnatal, de forma
que en ningún momento se visualizaron elementos positivos en la
mitad distal del órgano.
A diferencia del marcaje con VIM, la tinción para GFAP no
pone de manifiesto grupos celulares en ningún momento del proceso
madurativo glandular, ni en el animal adulto. Siempre se trata de célu-
las aisladas, próximas al tallo pineal y en un número muy escaso. No
obstante, tanto su número como su tamaño, van incrementándose
paulatinamente durante la segunda quincena. En estos momentos el
tamaño de las células GFAP positivas supera al de las células reacti-
vas a VIM del mismo periodo estudiado. La cantidad de prolongado-
nes perfiladas por la tinción (gruesas y torturas o finas y muy largas),
es considerablemente mayor en los grupos denervados.
Durante el segundo mes postnatal, y hasta el final del periodo
estudiado, se pueden apreciar las mayores diferencias inmunohisto-
químicas entre los animales denervados y testigo. El patrón tintorial
de los órganos simpatectomizados es tremendamente reactivo a la
GFAP. La mitad glandular proximal muestra una gran cantidad de
células positivas de aspecto plenamente hipertrófico. Se trata de
células muy voluminosas, con un núcleo de caracter excéntrico y una
intensa Unción somática. De estos somas parten un elevado número
de prolongaciones de todos los tamaños (algunás muy gruesas y lar-
gas) que envuelven pequeños grupos de pinealocitos. Muchas de
estas prolongaciones terminan en la vecindad de las paredes de los
vasos y otras corren paralelas a la cápsula glandular penetrando en
el interior del tallo pineal. La hiperpíasia del componente glial del
órgano pineal denervado y la gran cantidad de prolongaciones
positivas hace que la mitad anterior de la glándula adopte una imagen
enmarañada que contrata con la ausencia de tinción en porciones
distales.
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Por su parte, los órganos testigo continuan exhibiendo el
mismo patrón que en etapas anteriores, aunque la cantidad de estruc-
turas positivas se incrementa ligeramente con la edad.
La evolución de la expresión tintorial para la proteína S-100 es
similar a la descrita para la GFAP, tanto en animales testigo como en
denervados. En ambos casos se trata de un proceso cuya intensidad
es intermedia entre la inmunorreacción a la VIM y a la GFAP.
Al igual que en el caso de la GFAP, el comienzo de la
inmunoexpresión a la proteína 5-100 es bastante mas temprana en
las pineales denervadas, en las que empiezan a visualizarse
elementos positivos a los 5 días, en oposición a los árganos testigo
donde las primeras imagenes reactivas no se observan hasta los 15-
20 días.
El inmunomarcaje para la proteína S-100 presenta también una
clara variación topográfica intraglandular. Las primeras estructuras
inmunopositivas en los animales tratados se aprecian en el tercio an-
terior de la glándula hacía el final de primera semana. Se trata de un
escaso número de células aisladas que únicamente exhiben una deli-
cada tinción perinuclear. Durante la segunda semana ORN su número
se incrementa considerablemente, pudiendo observarlas por todo el
parénquima glandular, aunque de una forma bastante más notoria en
la mitad proximal. En esta localización comienzan a visualizarse,
desde los 15 días, células de gran tamaño, aisladas y con un elevado
número de prolongaciones que se van bifurcando conforme se alejan
del soma. Estas prolongaciones forman una tupida red intrapa-
renquimatosa, siendo muy frecuente observar su trayecto sinuoso en
la parte ántero-superior del órgano en dirección al tallo pineal.
Tanto el número de células positivas como su tamaño y el nú-
mero de sus prolongaciones se van incrementando con el tiempo, de
forma que al final del segundo mes postnatal, y al igual que con la in-
munotinción para GFAP, se aprecian una gran cantidad de células
hipertróficas de gruesas prolongaciones, que dan a la mitad glandular
anterior un aspecto gliótico.
Llama la atención en estos órganos denervados la existencia
de un gradiente madurativo en la inmunoexpresión de la proteína 5-
100. Mientras en la mitad anterior de la glándula pineal es manifiesta,
durante la mayor parte del período estudiado, la presencia de células
gliales de morfologia estrellada y aspecto desarrollado, en la mitad
distal se pueden apreciar un número bastante más reducido de célu-
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las que expresan una débil tinción a la proteina S-100. Son células de
núcleo redondeado, más pequeñas y sin apenas prolongaciones.
Es conveniente matizar las diferencias en la localización
intracelular de los antígenos utilizados. La GFAP y la VIM son sub-
unidades proteicas de los FIs. Estos filamentos, además de en el
soma de las células gliales, se disponen abundantemente en sus pro-
longaciones, por lo que éstas aparecen mucho mejor teñidas y perfi-
ladas por la inmunotinción que en el caso de la proteína 5-100, que
es un antígeno citosólico. Por este motivo, las prolongaciones de las
células inmunorreactivas a la proteína 5-100 se tiñen menos
nítidamente.
Cori toda probabilidad las células gliales de la pineal de rata se
diferencian a partir de las células VIM positivas dispuestas en cordo-
nes y acúmulos peritrabeculares en las primeras semanas del desa-
rrollo. Es un hecho constatado la positividad a la VM de células
inmaduras, incluso durante el desarrollo embrionario (Van Muijen y
cols., 1987) y la capacidad pluripotencial de células neuroepiteliales
VIM reactivas de diferenciarse hacia células glíales o neuronas
(Schnitzer y cols. 1981). De este modo, las células inmaduras
descritas en las primeras fases del DPN podrian diferenciarse hacia
pinealocitos y perder la inmunotinción a la VIM o bien diferenciarse en
células gliales manteniendo su positividad.
En el caso de que los precursores inmaduros se diferenciaran
en el sentido glial irían, de forma paulatina, separándose de su estre-
cha conexión con los espacios conjuntivos y generando prolongacio-
nes que se cargarian progresivamente de filamentos. En un principio,
los filamentos estarían constituidos por subunidades proteicas de
VIM, que serian sustituidas durante el proceso madurativo por sub-
unidades proteicas de GFAP. Sin embargo, el periodo de recambio
de los filamentos se debe mantener, en esta especie, durante gran
parte de la vida, lo que explicaría el fenómeno de coexpresión GFAP-
VM recientemente descrito en la glándula pineal de rata adulta
(López-Muñoz y cois., 1992a). Sería tremendamente aclaratorio, en
este sentido, conocer el patrón inmunohistoquimico para FIs de la
glándula pineal de rata vieja.
En el curso de la maduración, los astrocitos del SNC muestran
un cambio secuencial en la expresión antigénica de sus filamentos
intermedios. En lineas generales, los astrocitos primero expresan VIM
y antígeno Cl y despues GFAP y antígeno Ml (Lagenaur y cols.,
1980; Schnitzer y cols., 1981; Sommer y Schachner, 1981). Esta se-
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cuencia en la expresión antigénica de los marcadores gliales se viene
utilizando para la catalogación inmunohistoquimica de madurez
gliocelular.
En el SNC de los roedores, el cambio en el patrón antigénico
astrocitario tiene lugar durante las dos primeras semanas
postnatales, de forma que los astrocitos de rata adulta son GFAP
positivos y VIM negativos (Schnitzer y cols., 1981; Pixley y De Vellis,
1984). Sin embargo, durante esta maduración celular, los astrocitos
suelen expresar ambas proteínas de los Fis (Voigt, 1989), por lo que
este fenómeno de coexpresión ha sido considerado como un signo de
inmadurez.
La glándula pineal de rata y ratón adulto, según Schachner y
cols. (1984), contiene varios tipos de astrocitos que pueden ser iden-
tificados inmunohistoquimicamente pero no mediante microscopia
electrónica: un tipo expresa VIM solamente, otro tipo expresa VIM y
GFAP y otro tipo VIM y antígeno Cl.
De acuerdo con todos estos hechos (persistencia en glándulas
adultas de células gliales VIM positivas, un escaso número de células
reactivas a la GFAP y la existencia de coexpresión de ambos antíge-
nos en la misma célula) se ha sugerido que el órgano pineal de rata
esta sometido a un proceso de maduración postnatal mantenido du-
rante la edad adulta, y que la mayoría de sus células gliales son de
carácter inmaduro, exhibiendo durante gran parte del desarrollo post-
natal elementos gliales en distintas fases de maduración (Schachner
y cols., 1984; López-Muñoz y cois., 1992a; Borregón y cols., 1993).
En este sentido, contrasta llamativamente el escaso desarrollo
de los antígenos gliales del órgano pineal en comparación con los as-
trocitos observados en la substancia blanca y la gua limitante del ce-
rebro adyacente de la misma preparación histológica.
En la rata adulta, las células gliales muestran distinta carga
antigénica en función de su localización intraglandular. La mayor
parte de estas células expresan VIM y se distribuyen por todo el
órgano. Por el contrario, sólo existen células inmunorreactivas a la
GFAP, de aspecto claramente astrocitario, en las regiones más
proximales de la glándula, junto al tallo pineal (Moller y cols., 1978;
Schachner y cols., 1984; Zang y cols., 1985; Calvo y cols., 1988a;
López-Muñoz y cols., 1992a). Debido a la presencia de GFAP en
células no astrocitarias (células de Schwann y oligodendrocitos por
ejemplo), Schróder y Malhotra (1987), con intención de valorar la
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posible existencia de falsos positivos a la GFAP, estudian las
expresión antigénica de la glándula pineal de varios roedores (entre
ellos la rata) a un antígeno aislado de astrocitos maduros y no
descrito hasta la actualidad en otros tipos celulares; el antígeno Ji-
31. Sus resultados son similares a estudios inmunohistoquimicos
previos con GFAP, lo que confirma la existencia de astrocitos
maduros en la región adyacente al tallo pineal de rata.
Luo y cols. (1984a) en un estudio ultrastructural confirman
estas apreciaciones inmunohistoquimicas. Estos autores describen,
en rata adulta, un gran número de células gliales de carácter
inmaduro y pobres en filamentos dispuestas por toda la glándula,
mientras en la región próxima al tallo pineal (y en el interior de este)
observan astrocitos maduros con gruesas y largas prolongaciones
cargadas de filamentos.
Por su parte, la expresión 5-100 positiva siempre es intermedia
entre los patrones VM y GFAP (Moller y cols., 1978; Calvo y cols.,
1988a; Borregón y cols., 1993). La inmunorreacción a la proteína
8-100 es manifiesta por todo el órgano pineal de rata, aunque los ele-
mentos positivos son mucho más frecuentes en la mitad proximal.
Recientemente, Yamamoto y cols .( 1990) describen una subpoblacíón
de células S-100 positivas inmunorreactivas a otra proteína ligadora
del calcio, la proteina spot-35. Sin embargo, la densidad de su patrón
de distribución es mayor en la parte distal de la glándula.
Estas variaciones topográficas en el animal adulto y la existen-
cia de una población celular astroglial tan heterogénea, junto al
patrón evolutivo de la inmunotinción descrito por Borregón y cois.
(1993) y los resultados del presente trabajo, sugieren la existencia de
un gradiente de maduración intraglandular anteroposterior para este
segundo tipo celular parenquimatoso, maduración que parece no
completarse durante gran parte de la vida adulta.
Aunque el estimulo que determina el mayor grado de diferen-
ciación de las células gliales en el tercio proximal de la glándula es
desconocido, se ha postulado la participación de fibras nerviosas de
origen central (López-Muñoz y cols., 1992a, 1992b; Borregón y cois.,
1993).
En este sentido, los órganos pineales de mamíferos como los
carnivoros, situados profundamente en el interior del encéfalo (tipo A
o AB de la clasificación de Vollrath, 1981), presentan unas células
gliales cuyas características ultrastructurales corresponden a astroci-
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tos maduros (primates y perro: Húlsemann, 1967; perro: Calvo y
cols., 1988b). La expresión antigénica de estas glándulas a la GFAP
se distribuye por todo el órgano (humano: Lowenthal, 1982; Papaso-
zomenos, 1983; Mm y cols., 1987; oveja: Zang y cols., 1985; caballo:
Cozzi, 1986). En estos animales, ¡as fibras nerviosas de procedencia
central constituyen la mayor parte de la inervación glandular (perro y
gato: Tubahara, 1955) y se distributen ampliamente por todo el órga-
no conario (primates y gato: Níelsen y Moller, 1975; perro: Matsuura y
cols., 1983).
En los roedores, por su parte, la glándula pineal se situa muy
superficialmente (tipo predominantemente C de Vollrath, 1981) y el
componente nervioso comisural solo se distribuye por la región más
proximal del órgano (rata: Kappers, 1960; Luo y cois., 1984b; Reuss y
Moller, 1986; Mikkelsen y Moller, 1990; cobaya: Schneider y cols.,
1981; gerbo: Moller, 1985; Mikkelsen y cols., 1991), justo donde apa-
recen los astrocitos GFAP positivos En estos animales, cuya pineal
presenta una localización anatomíca muy superficial (adyacente a la
calota craneal), la inervación del órgano pineal es fundamentalmente
de carácter simpático.
Las fibras nerviosas centrales podrían ser, pues, el vehículo
que portaría el estimulo inductor de la diferenciación astroglial en la
glándula pineal. La hipótesis de una influencia neuronal en la regula-
ción de la maduración astrogl¡al en el SNC ha sido sugerida en varios
estudios (Sturrock, 1986; Hatten y Mason, 1986). Este estímulo, mu-
cho más intenso en el SNC, explicaria como los astrocitos cerebrales
maduran en fases más tempranas del desarrollo y como, en el órgano
pineal de rata, solo se encuentran astrocitos maduros en las zonas en
que estas fibras centrales están presentes (tallo pineal y región proxí-
mal de la glándula: López-Muñoz y cois., 1992b). Cualquier interfe-
rencia o modificación de este componente nervioso podría afectar,
con toda seguridad, el desarrollo postnatal y el grado de madurez de
este tipo celular pineal.
La estrecha relación existente entre células gliales e inervación
pineal se ha puesto de manifiesto en varios estudios experimentales.
Boya y cols. (1992) describen un significativo incremento en el núme-
ro de células de este tipo durante gran parte del desarrollo postnatal,
tras efectuar una denervación perinatal con 6-OHDA similar a la
efectuada en este trabajo. También se ha podido contabilizar un lige-
ro incremento glial en pineales de ratas adultas a los dos meses de
practicarles una simpatectomia quirúrgica (Calvo y cols., 1988a>.
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Li y Welsh (1991a) estudian el desarrollo del componente glial
de pineales de hamster transplantadas neonatalmente al receso in-
fundibular del cerebro y bajo la cápsula renal de hamsters adultos.
Mediante anticuerpos frente a tírosina-hidroxilasa comprueban inmu-
nohistoquimicamente, en un trabajo previo (Li y Welsh, 1991b), que
los transplantes no se reinervan. La evolución postnatal de las células
gliales de las pineales transplantadas es estudiada con GFAP. Estos
autores describen como, durante las primeras cuatro semanas, la di-
ferenciación y maduración de estas células es similar a la pineal in
situ. Sin embargo, a partir de la cuarta semana, y con mayor intensi-
dad en los transplantes renales, observan un marcado incremento del
número de células inmunoposítivas, que se distribuyen por todo el ór-
gano. Se trata de células con somas hipertróficos y gruesas y tortuo-
sas prolongaciones, que contrastar con el escaso número de células
reactivas de la glándula pineal in situ. La presencia de estos
astrocitos reactivos coincide plenamente, no solo en cuanto a su
aspecto morfológico, sino también en cuanto al comienzo temporal de
la hiperpíasia glial, con nuestras apreciaciones.
Aunque esta proliferación e hipertrofia glial, calificada de gliosis
reactiva por los autores, puede ser en parte achacable a la manipula-
ción del tejido durante el procedimiento quirúrgico, la coincidencia de
resultados con los obtenidos con nuestro método experimental, nos
hace pensar que la respuesta del componente glial del órgano trans-
plantado está en íntima relación con la ausencia de fibras nerviosas
en su interior, No somos de la opinión de Li y Welsh cuando afirman
que el desarrollo de los astrocitos GFAP positivos es independiente
de la inervación simpática de la glándula.
Numerosos estudios han analizado las relaciones recíprocas
entre las células de gua y las neuronas en el desarrollo del SNC. De
esta forma, astrocitos inmaduros son responsables de guiar la mi-
gración neuronal en distintas partes del cerebro y cerebelo (Rakic,
1971, 1981; Stichel y cols., 1991), así como de sintetizar y liberar
factores neurotróficos que modulan el crecimiento y la diferenciación
neuronal (Banker, 1980; Furukawa y cols., 1986). Del mismo modo,
las neuronas regularían la proliferación y maduración astroglial
(Hatten y Mason, 1986; Sturrock, 1986).
En el SNC, los astrocitos han sido considerados tradicional-
mente como elementos de soporte neuronal. Sin embargo, se ha de-
mostrado que pueden modificar la actividad neuronal mediante su ca-
pacidad para recaptar ciertos transmisores como el ácido gamma-
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amino-butírico (GA8A) (Hamberger y Svennerholm, 1971) y ciertos
electrolitos como el potasio (Henn y cols., 1972>. Según esto, es
posible que los astrocitos pineales puedan jugar un papel parecido en
relación con la norepinefrina liberada por las fibras simpáticas o en la
recaptación de serotonina o melatonina. FI hecho de que los
astrocitos pineales intervengan en la recaptación de serotonina no ha
sido constatado, aunque esta amina si se ha encontrado en fraccio-
nes de tejido cerebral rico en células gliales (Essman, 1973). Así
pues, el intercambio de sustancias entre el parénquima y los vasos
sanguíneos pineales es una función a considerar para este tipo celu-
lar.
Algunos autores han sugerido la posibilidad de que las células
gliales puedan sintetizar algunos de los productos de secreción pineal
(Karasek y Reiter, 1992) e incluso algunas de las proteinas transpor-
tadoras de hormonas peptidicas (Welsh y Reiter, 1978).
Recientemente se ha decrito, mediante un estudio inmunohisto-
químico, la presencia de factor de crecimiento nervioso (NGF) en las
células gliales del órgano pineal de rata (Garcia-Mauriño y cois.,
1992). El NGF ejerce un efecto tráfico sobre el crecimiento de neuro-
nas simpáticas, incrementando su tamaño y la longitud de sus proce-
sos celulares (Levi-Montalcini y Angeletti, 1968; Thoenen y Barde,
1980). Varios estudios, tanto in vitro (Furukawa y cols., 1986; Ya-
makumi y cols., 1987) como in vivo (Lorez y cols., 1988), han
constatado la síntesis y liberación de NGF por parte de astrocitos del
SNC, detectandose, incluso, mRNA-NGF en células gliales
cerebrales en desarrollo (Lu y cois., 1991).
Durante la maduración postnatal de la glándula pineal de rata,
la mayor expresión en la inmunorreacción al NGF tiene lugar entre los
20 y los 45 días DPN, descendiendo a partir de esta edad (García-
Mauriño y cols., 1992). Estos autores observan como el patrón
intraglandular de la expresión antigénica también muestra una clara
polarización topográfica. De esta forma, la inmunopositividad al NGF
se dispone, en mayor medida, en las regiones apicales de la glándula
(sobre todo en la porción superodorsal). Esta región del órgano pineal
es precisamente el lugar por donde penetran las fibras nerviosas sim-
páticas en su aferencia glandular.
Estos resultados hacen pensar que el NGF, sintetizado y libe-
rado por las células glíales pineales, constituye el estimulo trófico que
atraería las fibras nerviosas simpáticas durante el DPN y las manten-
dría durante el periodo adulto. Hechos similares han sido descritos en
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otros órganos inervados por fibras simpáticas (Thoenen y Barde,
1980; Korschings y Thoenen, 1988) y en el SNC (Whittemore y
Se¡ger, 1987; Lu y cols., 1989).
La denervación química con 6-OHDA en ratas recién nacidas
evidencia un incremento de la inmunorreacción al NGF (Garcia-
Mauriño y cols., 1992). Aunque las células marcadas con anticuerpos
antiNGF pueden ser consideradas como una subpoblación de las
células gliales pineales y estos autores no han efectuado un estudio
paralelo con marcadores gliales tipicos (VIM, GFAP o proteína S-
100), cabe pensar que el incremento en la positividad al NGF y la
hiperpíasia descrita en la presente Tesis Doctoral puedan suponer un
incremento de la actividad de las células gliales, que sintetizarían
más NGF en esta situación anormal de ausencia de inervación
simpática. Es destacable, en este sentido, como las prolongaciones
de las células gliales de los animales tratados establecen un mayor
contacto con las paredes de los vasos intraglandulares, dando lugar
en un gran numero de ocasiones a imagenes similares a los “pies
chupadores” observados en el SNC. Esta estrecha relación facilitaría
notablemente la liberación de factores neurotróficos.
Los astrocitos, sea cual sea su localización en el SNC, reac-
cionan frente a las agresiones externas (injurias físicas o químicas)
mediante una proliferación y una hipertrofia celular. Esta reacción su-
pone un aumento del tamaño del soma del astrocito y la emisión de
un gran número de prolongaciones cargadas de FIs. Si la hiperpíasia
de estos “astrocitos reactivos” es lo sufic[entemente importante, nos
encontramos ante un fenómeno de gliosis (Malhotra y cols., 1990).
El estudio del componente glíal más maduro del órgano pineal
de la rata mediante anticuerpos frente a GFAP y a proteína S-100, en
animales tratados con neurotóxicos, evidencia una respuesta que po-
dría calificarse, al menos, de “pseudogliosis”, donde se puede apre-
ciar claramente un importante número de células reactivas inmuno-
positivas de gran tamaño, núcleo excéntrico y con gruesas prolonga-
ciones de longitud variable.
El origen de estas células gliales reactivas, cuyo número
supera considerablemente a las estructuras inmunomarcadas de
glándulas testigo de la misma edad, se encuentra posiblemente en un
aumento de las células VM positivas, que acelerarían su proceso de
maduración recambiando la composición de sus FIs. Algo parecido
ocurre en la substancia gris del cerebro ante determinadas
agresiones (Bignami y Dahí, 1976), cuando astrocitos protoplásmicos
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(GFAP negativos) se transforman en astrocitos fibrosos (GFAP
positivos). Otra posibilidad, es que se originen de células precursoras
gliales, presentes en distintas regiones del cerebro de animales
adultos (Norton y Farooq, 1989), y que también podrían existir en la
glándula pineal.
Todas estas ideas e hipótesis sobre el comportamiento del se-
gundo tipo celular pineal en casos de denervación neonatal hacen
que el conocimiento intimo de su origen sobrepase las limitaciones de
este trabajo.
Es bien conocido que los dos neurotóxicos utilizados en el pre-
sente estudio disponen de una elevadísima selectividad para inducir
una degeneración de fibras nerviosas noradrenérgicas y que la
glándula pineal de rata está inervada en su inmensa mayoría por
fibras de este tipo, procedentes del GCS. Sin embargo, también se ha
demostrado la existencia de fibras nerviosas peptidérgicas (Buijs y
Pevet, 1980; Ronnekleiv y Kelly 1984; Schon y cols. 1985; Mikkelsen,
1989) e histaminérgicas (Mikkelsen y cols. 1992) de procedencia
central, que se distribuyen exclusivamente por las regiones mas
proximales de la glándula. En principio, este tipo de fibras nerviosas
no simpáticas permanecen en la glándula tras una gangliectomía
cervical superior (Matsuura y cols., 1983; Moller, 1985) y deben de
permanecer en nuestro modelo experimental, ya que no hay datos
que avalen su destrucción.
Tal vez, estas fibras nerviosas de c.arácter peptidérgico porten
el estímulo que acelera el proceso de maduración gliopineal
(liberación de factores tróficos específicos) en una situación que no
puede ser controlada por una inervación simpática mayoritaria y sean
también responsables de una reacción madurativa exagerada en la
región de su distribución. Por otro lado, la totalidad de células gliales
respondería a la ausencia de aferencia simpática con un incremento
en la producción y liberación de NGF, que se traduciría en una hiper-
plasia de este tipo celular.
No debemos olvidar que esta reacción “pseudogliótica” puede
estar, en parte, ocasionada por la propia ínjur~a quimica, o verse be-
neficiada por la disminución global del funcionalismo glandular y el
retraso madurativo del tipo celular mayoritario (el pinealocito). De
esta forma, en las primeras fases del desarrollo, las células
precursoras inmaduras se decantarían hacia el lado glial.
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Como puede apreciarse, hacen falta posteriores estudios que
ayuden a dilucidar los resultados morfológicos obtenidos en la pre-
sente Tesis Doctoral.
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ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS ENTRE
LOS DOS GRUPOS EXPERIMENTALES
SOMETIDOS A DENERVACION
El análisis detallado de los resultados de este trabajo permite
establecer una serie de diferencias en el desarrollo postnatal de la
glándula pineal en función del método de denervación y del tóxico
empleado. Estas diferencias, aunque poco significativas en principio,
pueden aclarar ciertos aspectos observados durante el proceso ma-
durativo glandular.
El patrón evolutivo general del órgano pineal es muy similar en-
tre los dos grupos durante el primer mes postnatal, según hemos ob-
servado en cortes teñidos con hematoxilina-eosina. En ambos casos
se constata un retraso importante de la maduración parenquimatosa y
de la diferenciación de los pinealocitos. Sin embargo, a partir de los
30 días, la citoarquitectura de la glándula del grupo DSP-4 se
asemeja más al grupo testigo que al grupo 6-OHDA. Así, se pueden
observar estructuras rosetoides y una distribución cordonal de los
pinealocitos que, en ningún momento, se visualizan en el grupo 6-
OHDA.
Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que parte de la iner-
vación simpática pueda regenerarse y aflorar a la glándula. Aunque
no hay datos referentes a los efectos del DSP-4 administrado a ani-
males gestantes sobre el desarrollo del sistema simpático de las
crias y Jonsson y cols. (1981) apuntan la idea de una destrucción
neuronal permanente, no podemos obviar el hecho de una lenta
regeneración neuronal periférica. En este sentido, está claro que los
efectos del 052-4 sobre las neuronas simpáticas noradrenérgicas
son menos duraderos que sobre las centrales (Jaim-Etcheverry y
Zieher, 1981). Además, cuando se comparan los efectos de los dos
neurotóxicos administrados neonatalmente, la 6-OHDA produce una
simpatectomía permanente, mientras el 052-4 no induce una
destrucción duradera de las neuronas noradrenérgicas periféricas
(Jonsson y cols., 1981).
La posible recuperación parcial de la inervación tras el trata-
miento con DSP-4 varía, como describe Santer (1985), en función del
órgano estudiado y del momento de la administración del tóxico.
Discusión -95-
El estudio inmunohistoquimico de las células gliales también
refleja diferencias entre los grupos 6-OHDA y DSP-4.
El marcaje con VIM pone de manifiesto un mayor número de
alteraciones en el grupo 6-OHDA. En este grupo experimental, el pro-
ceso de maduración glial es mucho más temprano y bastante más
acusado durante el primer mes del desarrollo. Los órganos pineales
procedentes del grupo 032-4 muestran, por su parte, una clara va-
riación topográfica en su proceso de maduración. De esta forma, las
regiones más proximales de la glándula exhiben una distribución de
elementos inmunorreactivos a la VIM muy parecida al grupo 6-OHDA
(células grandes e independientes de los septos conjuntivos y una
densa red de prolongaciones reactivas), mientras en la porción distal
aun persisten estructuras de carácter más inmaduro (nidos de células
positivas pequeñas), semejantes a las observadas en glándulas tes-
tigo de la misma edad.
Parece, pues, que durante los primeros meses del desarrollo,
el patrón de inmunotinción a la VIM en el grupo DSP-4 es intermedio
entre el observado en pineales control y el grupo 6-OHDA. Esta
apreciación corrobora las afirmaciones de Jonsson y cols. (1981) so-
bre la menor potencia neurotóxica del DSP-4.
A partir del segundo mes DPN el aspecto inmunohistoquimico
de los órganos conarios de los dos grupos denervados, tanto para
VIM como para GFAP, es similar. En estos momentos del desarrollo
es cuando tiene lugar la hiperpiasia del componente glial, en
respuesta al posible incremento de su metabolismo para sintetizar
NGE. Este hecho explicaría la equiparación de los patrones
tintoriales,
La inmunotinción para la proteína S-100 también pone de mani-
fiesto algunas diferencias. En el grupo DSP-4 la expresión antigénica
a esta proteína es, en todo momento, mayor. Se ha observado como
los elementos 8-100 positivos aparecen más tempranamente en el
desarrollo y como el número de células y prolongaciones es mayor
durante todo el periodo de edad estudiado. Además, las células
5-100 inmunorreactivas aparecen distribuidas por toda la glándula,
mientras en el grupo 6-OHDA se restringen a su mitad más proximal.
El hecho de que la subpoblación de células gliales S-100 positi-
vas sea más patente en el caso de la denervación con DSP-4 se es-
capa, por el momento, a una posible interpretación a la luz de los co-
nocimientos actuales.
CONCLUSIONES
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1.- Los efectos de la denervación química se traducen, no sólo en
modificaciones globales del desarrollo postnatal de la glándula pi-
neal, sino en alteraciones puntuales de sus tipos celulares.
2.- La denervación quimica pre y perinatal origina un importante re-
traso en el proceso de maduración general del órgano pineal de la
rata. En las glándulas denervadas persisten durante más tiempo es-
tructuras típicas de órganos inmaduros (cordones y nidos de pinealo-
blastos) y no llegan a observarse, durante el periodo de edad estu-
diado, estructuras propias de glándulas maduras (distribución cordo-
nal de los pinealocitos y presencia de rosetas).
3.- Se constata la existencia de variaciones topográficas en el proce-
so de maduración intraglandular. Las estructuras que denotan un ma-
yor grado de madurez se observan en regiones anteriores mientras
en porciones distales persisten elementos propios de estadios menos
evolucionados.
4.- Las pineales simpatectomizadas muestran una drástica reducción
del componente lipidico, tanto en el número de inclusiones como en
el calibre de las mismas. Este hecho sugiere una potencial hipofun-
ción de los pinealocitos.
5.- El efecto del 052-4 sobre la maduración global del órgano pineal
es menos intenso que en el caso de la denervación con 6-OHDA. La
citoarquitectura glandular en los animales tratados con DSP-4 es más
parecida a las glándulas testigo a partir del segundo mes ORN. Este
hecho se relaciona con una posible recuperación de parte de la iner-
vación simpática.
6.- La existencia de células inmunopositivas a los tres antígenos es-
tudiados (VIM, GFAP y proteína S-100> confirma la naturaleza glial
del segundo tipo celular del parénquima pineal.
7.- La aparición de células inmunorreactivas tiene lugar en las prime-
ras fases del desarrollo, incrementandose paulatinamente su número
conforme avanza la edad.
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8.- La denervación química da lugar a un marcado adelanto en la ex-
presión inmunohistoquimica de las células gliales pineales.
La inmunorreacción a la VIM es manifiesta desde el primer día
postnatal.
La positividad a la GFAP se aprecia desde el día 10 del desarro-
llo postnatal
El comienzo de la positividad para la proteína 5-100 se sitúa so-
bre los 5 días.
9.- El proceso de independización de las células VIM positivas de los
espacios conjuntivos y perivasculares es mucho más precoz en los
animales tratados con neurotóxicos.
10.- Existe una clara diferencia topográfica de la inmunolocalización
de los tres marcadores gliales estudiados. Las células positivas a la
GFAP se sitúan únicamente por el tercio más proximal de la glándula.
Las células reactivas a la VIM se distribuyen homogéneamente por
todo el órgano. Las células inmunoteñidas para la proteína S-100
muestran un patrón de distribución intermedio, predominando en los
dos tercios anteriores.
11.- Las células GFAP positivas suelen ser grandes y poseer largas y
gruesas prolongaciones. Las células positivas para la VIM son bas-
tante más abundantes, de menor tamaño y con prolongaciones más
delgadas e irregulares. La inmunopositividad a la proteína 5-100 pre-
senta un patrón intermedio entre ambas.
12.- El patrón tintorial para la proteina 8-100 muestra, en las pineales
denervadas, un aparente gradiente madurativo, de forma que los
elementos más desarrollados se observan en la parte proximal del
órgano y las estructuras más inmaduras en las regiones distales.
13.- Tras la aplicación de los tres marcadores gliales a los cortes de
pineales denervadas, se observa una progresiva hiperpíasia del
segundo tipo celular del parénquima pineal, máxima a la edad de 45 -
60 días
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14.- Se postula la existencia de un gradiente madurativo intraglandu-
lar ántero-posterior, cuyo estímulo vendría mediado por las fibras
nerviosas de origen central no catecolaminérgicas.
15.- La hiperpíasia e hipertrofia del componente glial de las pineales
denervadas se interpreta como un incremento de la síntesis de facto-
res neurotróficos (NGF) que atraería la correspondiente inervación
simpática.
16.- El patrón de inmunotinción para la VIM en el grupo DSP-4 es in-
termedio entre el grupo 6-OHDA y testigo. Por el contrario, la tinción
para la proteína S-100 es mayor en el caso de la denervación con
DSP-4 durante todo el desarrollo postnatal.
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Figura 1: Pineal de 1 dia. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x).
Parénqu¡ma glandular muy compacto e intensamente basófilo.
Nótese la distribución cordonal de células inmaduras por toda
la glándula.

Figura 2: Pineal de 3 días. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para VIM.
(20x>.
La inmunorreacción marca los tabiques conjuntivos, dando a la
glándula un aspecto cordonaL
Figura 3: Pineal de 1
(20x).
dia. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
Imagen similar a la figura anterior.

Figura 4: Pineal de 5 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (20x).
Presencia manifiesta de cordones de células inmaduras,
basófilas, sobre todo a nivel subcapsular. Nótese tambien su
disposición en acúmulos o nidos en el interior glandular.
Figura 5: Pineal de 5 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x).
El aspecto glandular es muy homogéneo. No existe una dispo-
sición clara de células inmaduras en cordones o nidos.

Figura 6: Pineal de 5 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (40x).
Las células parenquimatosas inmaduras, de aspecto más
denso, se disponen formando largos cordones celulares, No es
posible diferenciar los dos tipos celulares del parénquima pi-
neal. Obsérvese la presencia de alguna mitosis (puntas de fle-
cha).
Figura 7: Pineal de 5 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (40x).
Parénquima glandular muy denso. No existe una citoarquitectu-
ra glandular definida. La presencia de mitosis (puntas de fle-
cha) y células degeneradas (flechas) es muy frecuente.

Figura 8: Pineal de 5 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para VIM.
(20x).
La inmunotinción continua siendo muy manifiesta en los tabi-
ques conjuntivos y áreas adyacentes. Notesé la intesa tinción
de la cápsula glandular y los grandes vasos extraglandulares
(asterisco). Empiezan a identificarse algunas agrupaciones ce-
lulares inmunopositivas (puntas de flecha).

Figura 9: Pineal de 5 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotínción para VIM.
(20x).
La presencia de nidos celulares inmunopositivos es muy llama-
tiva. No se observa una disposición de la tinción en forma cor-
donal.
Figura 10: Pineal de 5 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(20x).
El aspecto de la inmunotinción es intermedio entre las glándu-
las del grupo testigo y 6-OHDA. Nótese la variación topográfica
de la positividad. Células reactivas dispuestas en nidos com-
pactos en la posición distal del órgano y una mayor tinción, de
aspecto cordonal, con algunas células positivas aisladas en la
región proximal (asterisco).

Figura 11: Pineal deS dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para VIM.
(40x).
Detalle de la figura 9. Nótese la existencia de células aisladas
inmunopositivas a este antígeno, de tamaño mediano-grande e
independientes de los tabiques conjuntivos (puntas de flecha).
Figura 12: Pineal de 5 días. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(40x).
Detalle de la figura 10. La disposición tintorial recuerda a las
glándulas del grupo testigo. No obstante, se pueden visualizar
algunas células aisladas inmunopositivas (puntas de flecha).

Figura 13: Pineal de 5 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para 5-100.
(20x).
Obsérvese el escaso número de células teñidas para proteína
3-100, dispuestas en el tercio proximal de la glándula, y de as-
pecto redondeado, con una ténue tinción perinuclear.

Figura 14: Pineal de 10 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x).
Aspecto compacto del parénquima glándular. Nótese la pre-
sencia de cordones de células inmaduras paralelas a la cápsu-
la de la región distal del órgano.
Figura 15: Pineal de 10 dias. Grupo DSP-4. H/E. (20x).
Obsérvese ia disposición en acúmujos de céluias inmaduras
(flechas), de núcleos más basófilos, en la proximidad de los
tabiques conjuntivos.

Figura 16: Pineal de 10 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (40x).
Nótese la abundancia de mitosis y células en degeneración
(puntas de flecha).
Figura 17: Pineal de 10 dias. Grupo DSP-4. H/E (40x).
Detalle de la figura 15. El número de picnosis y mitosis (puntas
de flecha) es menor, pero también son manifiestas. Obsérvese
la disposición en acúmulos de células parenquimatosas densas
y de aspecto más indiferenciado.

Figura 18: Pineal de 10 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
Algunas células podrian identificarse como pertenecientes al
segundo tipo parenquimatoso pineal (células gliales).
Obsérvese su núcleo más pequeño y denso (puntas de flecha).
Figura 19: Pineal de 10 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (40x).
Detalle de la figura anterior. Nótesé la presencia de gotas lipí-
dicas de tamaño muy pequeño.

Figura 20: Pineal de 15 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
VIM. (lOx).
Visión panorámica de la glándula pineal. Nótese la intensa
positividad de la cápsula glandular y de las paredes de los
grandes vasos extraglandulares (asterisco).

Figura 21: Pineal de 15 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
VIM. (20x).
Destaca la intensa positividad de los tabiques conjuntivos y pa-
rénquima vecino (flecha). Es notoria la presencia de acúmulos
de células positivas, aunque se pueden observar células inmu-
noteñidas aisladas (puntas de flecha).
Figura 22: Pineal de 10 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
VIM. (20x).
Nótese la gran cantidad de células- inmunorreactivas indepen-
dientes. Se trata de células de núcleo redondeado y grande y
morfología bipolar o estrellada. Destaca la enorme cantidad de
prolongaciones, algunas de considerable longitud (flecha).

Figura 23: Pineal de 15 días. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(lOx).
Nótese la variación topográfica de las estructuras VIM positi-
vas. La mitad proximal exhibe una intensa tinción (similar a ór-
ganos del grupo 6-OHOA), mientras en el tercio distal aun per-
sisten acúmulos de células marcadas (asterisco), como en el
grupo testigo.
Figura 24: Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(20x).
Mitad proximal del órgano pineal de la figura anterior. Nótese la
densa malla de prologanciones inmunopositivas de todos los
tamaños.

Figura 25: Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(40x).
Polo proximal de la glándula. Las células inmunopositivas pre-
sentan una intensa tinción perinuclear y suelen emitir una o dos
prolongaciones de mediano calibre que intentan englobar gru-
pos de pinealocitos. Estas células se disponen independientes
de los espacios conjuntivos.
Figura 26: Pineal de 15 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
VIM. (40x).
Detalle del tercio distal del órgano pineal. Las células positivas
presentan un menor tamaño, se disponen en nidos y apenas
emiten prolongaciones.

Figura 27: Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(20x).
Región distal de la glándula. Nótese como la tinción de los tabi-
ques conjuntivos es mas patente en la porción distal que en re-
giones más proximales.

Figura 28: Pineal de 15 días. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Tercio proximal del órgano pineal. Unicamente aparecen unas
cuantas células inmunorreactivas intensamente teñidas y con
escasas prolongaciones de grueso calibre y reducida longitud.
Obsérvese la gran cantidad de prolongaciones positivas sec-
cionadas transversalmente.
Figura 29: Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Detalle del tercio proximal de la glándula. El aspecto es similar
al de la figura anterior. Nótese como las prolongaciones positi-
vas tienden a terminar en las paredes de los vasos (flecha).

Figura 30: Pineal de 15 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
S-100. (lOx).
Visión panorámica del órgano pineal. Destaca la polarización
de elementos inmunopositivos, que se situan en las zonas más
proximales de la glándula.
Figura 31: Pineal de 15 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
5-100. (20x)
Detalle de la figura anterior. Las células positivas se disponen
en pequeños grupos peritrabecuiares, con una escasa tinción
perinuclear y sin prolongaciones man¡fiestas.

Figura 32: Pineal de 15 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
5-100. (lOx).
Sección transversal de la glándula pineal. Los elementos
reactivos se distribuyen por todo el parénquima.
Figura 33:
S-100. (20x).
Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción
Detalle de la figura anterior. Nótese la gran cantidad de células
inmunopositivas.
para

Figura 34: Pineal de 15 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
5-100. (40x).
Obsérvese los gruesos conos de inicio de prolongaciones de
las células positivas, cuya nitidez se va perdiendo conforme se
aleja del soma (puntas de flecha).

Figura 35: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (lOx>.
Sección transversal. El parénquima pineal presenta una distri-
bución cordonal de sus pinealocitos similar al de órganos adul-
tos.
y = Vena cerebral magna.
o = Tejido cerebral.
~ Cubiertas meníngeas.

Figura 36: Pineal de 20 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x).
Parénquima glandular muy celular y compacto. Nótese la
persistencia de nidos de células inmaduras (flechas).
Figura 37: Pineal de 30 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x).
La citoarquitectura glandular sigue siendo muy anárquica. Es
llamativa la gran densidad celular y el escaso desarrollo del es-
troma. Nótese la persistencia de pionosis celulares (puntas de
flecha).

Figura 38: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
El componente celular del órgano pineal está plenamente dife-
renciado. Las pinealocitos presentan un núcleo redondeado con
un patente nucleolo, generalmente excéntrico. Las células gua-
les poseen un núcleo más pequeño, ovalado y más denso
(puntas de flecha). Nótese la presencia de gotas lipídicas, algu-
nas de gran tamaño.

Figura 39: Pineal de 30 días. Grupo 6-OHDA. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
La diferenciación celular no es tan manifiesta como en el grupo
testigo. Nótese la mayor densidad celular y la ausencia de ma-
terial lipídico.
Figura 40: Pineal de 30 días. Grupo DSP-4. Impregnación argéntico-
amoniacal sobre corte semifino, (20x).
El componente lipidico es similar a las pineales control.

Figura 41: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. impregnación argén-
tica para fibras reticulares. (lOx).
Corte sagital.
Figura 42: Pineal de 30 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argéntica
para fibras reticulares. (lOx).
Nótese el desarrollo del tabicaje conjuntivo, ligeramente más
denso en la periferia glandular.

Figura 43: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
VIM. (lOx).
Visión panorámica del órgano pineal. Nótese la persistencia de
agrupaciones de celulas inmunopositivas en el polo distal de la
glándula (asterisco). Es llamativa la intensa reacción de los ta-
biques conjuntivos y parénquima vecino.
Figura 44: Pineal de 30 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
VIM. (lOx).
Los elementos positivos se distribuyen homogéneamente por
toda la glándula, dándole un aspecto reticular. Notese el
escaso desarrollo de los tabiques conjuntivos.

Figura 45: Pineal de 30 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
VIM. (40x).
Detalle de la figura anterior. Nátese la densa malla de estructu-
ras inmunorreactivas. Destaca el gran tamaño de los somas de
las células positivas y el elevado número de prolongaciones
que se disponen rodeando grupos de pinealocitos.

Figura 46: Pineal de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(lOx).
Corte transversal. Distribución regular de la positividad por toda
la glándula. Obsérvese el nervio conarii (flecha) seccionado
longitudinalmente en su trayecto intraglandular.
V= Vena cerebral magna de Galeno.
Figura 47: Pineal de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(20x).
Detalle de la figura anterior. Las células inmunopositivas ad-
quieren un aspecto estrellado y sus prolongaciones varian en
longitud y grosor.
N = Nervio conarii.

Figura 48: Pineal de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(40x).
Destaca la persistencia de una intensa positividad en los tabi-
ques conjuntivos y la existencia de grupos de células marcadas
de aspecto más inmaduro. Existen todavía células positivas en
la vecindad de los tabiques conjuntivos (puntas de flecha).
Nótese el elevado número de prolongaciones inmonorreactivas
seccionadas transversalmente.

Figura 49: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
GFAP. (lOx).
Seccion longitudinal. Presencia de escasas células positivas de
tamaño grande y morfología estrellada, siempre en el tercio
anterior del órgano (asterisco). Nótese la intensa tinción de la
gUa limitante del tejido cerebral adyacente (flecha).
F¡gura 50: Pineal de 20 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Polo proximal del órgano pineal. Escaso número de células y
prolongaciones positivas. Las prologanciones inmunomarcadas
alcanzan gran longitud y tienden a englobar grupos de
pinealocitos.

Figura 51: Pineai de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
S-100. (lOx).
Sección tranversal del tercio anterior del órgano. Obsérvese la
variación topográfica de los elementos inmunopositivos, que se
disponen en su mayor parte en la región antero-superior de la
glándula.

Figura 52: Pineal de 30 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
S-100. (20x).
Polo anterior de la glándula pineal. Las células
inmunorreactivas se distribuyen por la región proxima al tallo
pineal. Destaca el intenso marcaje perinuclear. Las
prolongaciones celulares están muy poco definidas por la
tinción. Nótese la intensa tinción de la glia limitante cerebral
(flechas>.
Figura 53: Pineal de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
S-100. (20x)
Detalle de la figura 51. Es notoria la gran hiperpíasia del com-
ponente celular reactivo a la proteina S-100.

Figura 54: Pineal de 30 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
S-100. (40x).
Detalle de la figura anterior. Nótese el gran desarrollo de las
células positivas y como sus prolongaciones forman una auten-
tica red que engloba grupos de tres a cuatro pinealocitos.

Figura 55: Pineal de 60 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (20x).
La distribución cordonal de las células parenquimatosas y la
existencia de rosetas (círculos) confirma la madurez de estos
órganos.
Figura 56: Pineal de 60 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (20x>.
El aspecto general de la glándula es más anárquico que en la
figura anterior y exhibe una mayor densidad celular. Perduran
células inmaduras de núcleo pequeño y muy denso.

Figura 57: Pineal de 45 dias. Grupo TESTIGO. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
Nótese la gran cantidad de gotas lipidicas de todos los tama-
ños distribuidas por todo el parénquima glandular. Algunas pre-
sentan un diámetro mayor que el del núcleo de los pinealocitos.
Figura 58: Pineal de 45 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
Contrasta con la figura anterior la escasa presencia de gotas
pidicas.

Figura 59: Pineal de 60 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (lOx).
Sección longitudinal de la glándula pineal.
* = Cubiertas meníngeas.
C = Tejido cerebral.
Figura 60: Pineal de 60 dias. Grupo DSP-4. H/E. (lOx).
Obsérvese como el tercio proximal del órgano (asterisco> pre-
senta una densidad celular mayor.

Figura 61: Pineal de 45 dias. Grupo TESTIGO. Impregnación argén-
tica para fibras reticulares. (lOx).
Figura 62: Pineal de 45 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argéntica
para fibras reticulares. (lOx).
Nótese la densa trama de fibras de reticulina, que parten de la
cápsula glandular y se distribuyen por todo el órgano. La densi-
dad de la red reticular es mayor que en los órganos del grupo
testigo (figura anterior).

Figura 63: Pineal de 45 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(20x).
Polo proximal y cono de inicio del tallo pineal. Nótese la gran
cantidad de estructuras inmunopositivas. Destaca la gran longi-
tud de las prolonganciones que rodean grupos de pinealocitos.

Figura 64: Pineal de 45 dias. Grupo 6-OHDA Inmunotinción para
VIM. (40x).
Células inmunopositivas de gran tamaño y aspecto estrellado.
Son frecuentes las bifurcaciones de las prolongaciones VIM
positivas cerca del soma celular (puntas de flecha).
Figura 65: Pineal de 45 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para VIM.
(40x).
Detalle de la figura 63. Obsérvese como grupos de pinealocitos
son englobados por prolongaciones inmunopositivas y la inten-
sa reacción de la cápsula glandular.

Figura 66: Pineal de 45 dias. Grupo 6-OHOA. Inmunotinción para
VIM. (20x).
Figura 67: Pineal de 45 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
VIM. (20x).
El número de células y prolongaciones positivas es considera-
blemente menor que en la figura anterior. Nótese la existencia
de grupos de tres a cuatro células inmaduras intensamente te-
ñidos (puntas de flecha).

Figura 68: Pineal de 45 dias. Grupo TESTIGO. Inmunotinción para
GFAP. (lOx).
Región anterior de la glandula. Escasas celulas reactivas. Son
células de gran tamaño y morfología estrellada. Obsérvese la
gran cantidad de prolongaciones de aspecto sinuoso en el ini-
cio y a lo largo del tallo pineal (flechas).
Figura 69: Pineal de 45 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
GFAP. (lOx).
Nótese, comparativamente con la figura anterior, la gran canti-
dad de estructuras reactivas a la GFAP en el tercio proximal
del órgano pineal.

Figura 70: Pineal de 45 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
GFAP. (40x).
Detalle de la figura anterior. Obsérvese el gran tamaño de las
células positivas, cuyo núcleo se dispone excéntricamente
(flecha). Nótese la abundancia de gruesas prolongaciones dis-
puestas entre los pinealocitos.
Figura 71: Pineal de 45 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Detalle de la figura 69. Obsérvese la tupida red de prolongacio-
nes positivas por todo el tercio próximal del órgano, que en
ocasiones envuelven totalmente grupos de pinealocitos
(asteriscos). El aspecto de algunas células reactivas es plena-
mente hipertrófico. Nótese como las prolongaciones tienden a
terminar en la vecindad de las paredes de los vasos parenqui-
matosos (flechas).

Figura 72: Pineal de 60 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
5-100. (lOx).
Mitad anterior de la glándula. La inmunorreacción se localiza,
predominantemente, en la porción antera-superior del órgano.
Figura 73: Pineal de 60 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
S-100. (20x)
Detalle de la figura anterior. Numerosas células de gran tama-
ño, algunas de carácter hipertrófico. Destaca también la gran
cantidad de prolongac¡ones dispersas alrededor de los pinea-
locitos.

Figura 74: Pineal de 90 dias. Grupo TESTIGO. H/E. (10x).
Aspecto homogéneo de la glándula pineal.
Circulos = Rosetas.

Figura 75: Pineal de 90 dias. Grupo 6-OHDA. H/E. (lOx).
La glándula pineal es más densa en núcleos que la del grupo
testigo (figura anterior). Se evidencian algunas estructuras de
carácter rosetoide (circulos).
* = Revestimiento meníngeo.
Figura 76: Pineal de 90 dias. Grupo DSP-4. H/E. (lOx).
Sección longitudinal de la glándula. Nótese como la región pro-
ximal es más celular (asterisco). En la porción distal pueden
apreciarse estructuras de órganos adultos, como autenticas ro-
setas (circulos) y la típica disposición cordonal de los pinealocí-
tos.

Figura 77: Pineal de 90 días. Grupo TESTIGO. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semífino. (20x).
Destaca la gran cantidad de gotas lipídícas de todos los tama-
ños, distribuidas por todo el parénquima. Algunas presentan un
volumen superior al de los pinealocitos.
Figura 78: Pineal de 90 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argén-
tico-amoniacal sobre corte semifino. (20x).
Comparativamente con la figura . anterior, el componente
lipidico es bastante reducido. Se observan algunas gotas
lipidicas (flechas).

Figura 79: Pineal de 90 dias. Grupo TESTIGO. Impregnación argén-
tica para fibras reticulares. (lOx).
Figura 80: Pineal de 90 dias. Grupo 6-OHDA. Impregnación argéntica
para fibras reticulares. (lOx).
El tabicaje conjuntivo es más abundante que en las glándulas
testigo (figura anterior). El grosor de los tabiques es mayor en
el interior del órgano.

Figura 81: Pineal de 90 dias. Grupo DSP-4. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Región proximal de la glándula. Nótese la densa malla de pro-
longaciones inmunorreactivas que rodean pinealocitos aislados
o grupos de ellos.
Figura 82: Pineal de 90 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para
GFAP. (20x).
Detalle del polo anterior del órgano pineal. El número de
células y prolongaciones positivas es bastante elevado.

Figura 83: Pineal de 90 dias. Grupo 6-OHDA. Inmunotinción para S-
100. (20x).
Células positivas y prolonganciones poco definidas por la tin-
ción en el tercio proximal de la glándula pineal.
